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RESUMO 
Escherichia coli de adesão difusa (DAEC) é considerada uma categoria 
diarreiogênica de E. coli. Essas cepas são identificadas pelo padrão de adesão 
em cultura de células. A maioria das cepas DAEC possui adesinas da família 
Afa/Dr. Sua patogenia tem sido muito discutida, embora alguns fatores de 
virulência já tenham sido propostos. O objetivo principal deste trabalho foi 
comparar cepas DAEC Afa/Dr isoladas de crianças e de adultos, a partir da 
análise de características relacionadas à virulência e à formação de biofilmes. 
Cepas DAEC Afa/Dr oriundas de crianças e adultos apresentaram marcantes 
diferenças na distribuição de características. Na coleção de adultos, uma nova 
adesina da família Afa/Dr foi associada aos casos de diarreia. Cepas de 
crianças, principalmente as de controles, apresentaram grande diversidade de 
adesinas Afa/Dr, nenhuma delas associada à diarreia. As cepas DAEC 
mostraram habilidade aumentada de formação de biofilme quando associadas 
a uma cepa de Citrobacter freundii. O aumento da formação de biofilme foi 
associado a maior capacidade de adesão a células cultivadas, indicando que 
cepas DAEC podem apresentar maior capacidade de colonização, dependendo 
dos parceiros, o que por sua vez, poderia aumentar a efetividade de uma 
toxina, como SAT - encontrada em número significativamente superior em 
cepas isoladas de casos de diarreia em crianças. A expressão de curli em meio 
CRI por cepas DAEC produziu um fenótipo adicional aos conhecidos em 
Enterobacteriacea. A frequência de curli foi significativamente associada aos 
casos de diarreia em adultos, sugerindo que curli é um possível fator de 
virulência nessas bactérias. Genes do TTSS e sorogrupos clássicos de EPEC 
foram encontrados apenas nas cepas de crianças. Somados, os resultados 
indicam que cepas DAEC Afa/Dr isoladas de adultos e de crianças constituem 
duas populações diferentes. 
Palavras-chave: DAEC, adesão difusa, biofilmes 
  
ABSTRACT 
Diffusely adherent Escherichia coli (DAEC) is considered a diarrheagenic 
category of E. coli. Those strains are identified by their adhesion pattern in cell 
cultures. Most DAEC strains possess adhesins belonging to the Afa/Dr family. 
Their pathogenicity has been widely discussed, although some virulence factors 
have already been proposed. This work’s main goal is to compare DAEC Afa/Dr 
strains isolated from children and adults, by analyzing characteristics related to 
virulence and biofilm formation. DAEC Afa/Dr strains from children and adults 
present remarkable differences in the distribution of the studied characteristics. 
Among strains from adults, a new adhesin from the Afa/Dr family was 
associated to cases of diarrhea. Strains from children, especially those isolated 
from control, present great diversity of Afa/Dr adhesins, none associated with 
diarrhea. DAEC strains showed an increase in biofilm formation when 
associated to a strain of Citrobacter freundii. The increase in biofilm formation 
was associated to a greater adhesion capacity in cultivated cells, indicating that 
DAEC strains can present a greater capacity for colonization depending on its 
partners, which, in turn, could increase the effectiveness of toxins, such as SAT 
- found in significantly higher numbers in strains isolated from cases of diarrhea 
in children. The expression of curli in the CRI medium produced an additional 
phenotype, as well as others previously described for Enterobacteriacea. The 
prevalence of curli was significantly associated to cases of diarrhea in adults, 
indicating that curli could be a possible virulence factor in those bacteria. Genes 
from the TTSS and classical EPEC serogroups were found exclusively in strains 
from children. Taken together, these results indicate that DAEC Afa/Dr strains 
isolated from adults and children constitute two different populations. 
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Aspecto de colônias bacterianas cultivadas nos meios 





Alinhamento entre a sequência de afa-X e a sequência 




Figura 6 Análise da proteína Afa-X 
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Distribuição dos genes das adesinas Afa/Dr em cepas 









Caracteristicas associadas à virulência em cepas DAEC 
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AIDA – adhesin involved in diffuse adhesion 
bdar – brown, dry and rough 
CEA – antígeno carcinoembriônico 
CEACAMs – CEA-related cell adhesion molecules 
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CRI – Congo red indicator 
DAEC – Escherichia coli de adesão difusa 
DAF – decay accelerating factor  
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IL-1β – Interleucina 1 beta 
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SAT – secreted autotransporter toxin 
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TGFβ – fator de crescimento tumoral beta 
Th 17 – Linfócito T auxiliar produtor de interleucina 17 
TLR – toll like receptor 
TNFα – fator de necrose tumoral alfa 
TSP1 - Thrombospondin-1 
TTSS – sistema de secreção do tipo III 
UFC – Unidades formadoras de colônia 
UPEC – Escherichia coli uropatogênica 







As doenças diarreicas são uma das principais causas de morbimortalidade 
em crianças menores de cinco anos de idade. Estima-se que cerca de 10,5% 
das mortes nesta faixa etária tenham sido causadas por diarreia em 2010 (Liu 
et al., 2012). Entretanto, as diferenças regionais são imensas, e a proporção de 
mortes por diarreia pode chegar a níveis bem mais elevados nos países menos 
desenvolvidos (Fischer Walker et al., 2012).  
No Brasil, a mortalidade por diarreia entrou em declínio nas últimas 
décadas; o número de mortes por diarreia entre os menores de um ano de 
idade caiu 93,9% em 25 anos (de 1980 a 2005), passando de segunda para 
quarta causa de mortalidade infantil. No mesmo período, o número total de 
mortes infantis caiu 71,3% (MS, 2012). No entanto, o mesmo fenômeno não 
ocorreu com a incidência da doença. O número de casos cresceu mais de 
quatro vezes no período entre 2000 e 2010 (MS, 2012).  Em Brasília, no 
período de 1995 até 2005, cresceu o número de internações pela doença, o 
que pode indicar aumento do número de casos graves (Oliveira e Latorre, 
2010). Dessa forma, apesar dos avanços conquistados nos últimos anos, as 
diarreias ainda constituem um relevante problema de saúde pública. 
Diferentes agentes, de diferentes classes, como vírus e parasitas podem 
estar envolvidos na etiologia da diarreia infantil. Contudo, nos países menos 
desenvolvidos, o patógeno mais comum é Escherichia coli (Abba et al., 2009). 
E. coli é um bacilo Gram-negativo que coloniza o trato gastrointestinal humano 
horas após o nascimento e convive pacificamente com seu hospedeiro com 
benefícios para ambos (Kaper et al., 2004). Poucas linhagens são de fato 
patogênicas e a maior parte das cepas de E. coli é membro da microbiota 
intestinal normal humana.  
A colonização do intestino humano pelas bactérias que compõe sua 
microbiota é um processo gradual. Logo após o nascimento, a microbiota 
materna é normalmente a principal fonte de inoculação (Tamelienė et al., 2012; 
Vaishampayan et al., 2010; Gueimont et al., 2006). Fatores como o tipo de 
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parto – normal ou via cesareana - (Tamelienė et al., 2012; Dominguez-Bello et 
al., 2010; Biasucci et al., 2008) e o tipo de alimentação (Guaraldi e Salvatori, 
2012) afetam a composição da microbiota em formação. Durante os primeiros 
meses, com uma dieta a base de leite, bactérias como as Bifidobacterias, 
altamente adaptadas a metabolizar os oligossacarídeos presentes no leite são 
geralmente abundantes (Sela et al., 2008). Porém mesmo ingerindo apenas 
leite, pode haver grandes variações no microbioma (repertório genético dos 
micróbios) dos bebês. Palmer et al. (2007) documentaram flutuações na 
abundância dos principais grupos de bactérias, além de variações temporais 
diferentes em diferentes indivíduos. 
A variação interpessoal na microbiota é maior entre as crianças do que 
entre os adultos. Além disso, os microbiomas intestinais das crianças são mais 
diversificados e exibem maior diversidade de funções genéticas que os 
microbiomas de adultos (Kurokawa et al., 2007). 
Com a introdução de alimentos sólidos inicia a transição para um padrão de 
microbiota semelhante ao do adulto (Palmer et al., 2007), embora o aumento 
da complexidade da microbiota seja gradual. A maturação da microbiota em 
direção à microbiota de adultos, mais estável (Vanhoute et al., 2004), é um 
processo que dura vários anos (Yatsunenko et al., 2012; Agans et al., 2011).  
E. coli está presente na microbiota intestinal tanto de adultos como de 
crianças, embora sua abundância relativa varie conforme a idade, já que esta 
espécie é dominante em crianças e subdominante em adultos (Mariat et al., 
2009). O nicho de E. coli é a camada mucosa do cólon; a bactéria é um 
concorrente de grande sucesso neste local, sendo a mais abundante bactéria 
anaeróbia facultativa. No entanto, existem vários clones altamente adaptados 
que adquiriram fatores de virulência específicos, os quais lhes conferem 
capacidade de se adaptar a novos nichos e permitem-lhes causar um largo 
espectro de doenças: infecções entéricas/diarreias, infecções do trato urinário e 
sepse/meningite (Kaper et al., 2004).  
O fato desta bactéria ser habitante do intestino complica o diagnóstico das 
diarreias por E. coli e torna necessário o estabelecimento de critérios claros 
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para a distinção das cepas patogênicas. Com base na presença de 
determinadas características fenotípicas e/ou genotípicas, as cepas 
diarreiogênicas de E. coli foram divididas em seis categorias amplamente 
reconhecidas: EPEC (E. coli enteropatogênica); ETEC (E. coli 
enterotoxigênica); EHEC (E. coli enteroemorrágica); EIEC (E. coli 
enteroinvasiva); EAEC (E. coli enteroagregativa) e DAEC (E. coli de adesão 
difusa). Cada uma dessas categorias distingue-se por um mecanismo de 
virulência específico: ETEC e EHEC pela produção de toxinas, EPEC e DAEC 
pela formação de lesões histopatológicas, EIEC por invasão celular e EAEC 
pela formação de biofilmes (Kaper et al., 2004). Recentemente foi proposta a 
inclusão de duas novas categorias: AIEC (E. coli aderente e invasiva) e 
STEAEC (E. coli enteroagregativa produtora de Shiga toxina) (Clements et al., 
2012). Esta última foi proposta após o surto que teve início na Alemanha em 
2011 e se espalhou por diversos países da Europa, além da América do Norte, 
tendo grande impacto sobre o comércio internacional de alimentos. Esse surto 
foi atribuído a uma cepa de E. coli O104:H4, com características mistas de 
EAEC e EHEC. Outras categorias também têm sido, às vezes, propostas. 
Entretanto, até o momento não existe consenso sobre novas categorias.   
No Brasil, durante muito tempo, EPEC foi a classe de Escherichia coli mais 
frequentemente isolada de casos de diarreia em crianças, especialmente entre 
as menores de um ano. Por esta razão, muitos laboratórios realizam 
rotineiramente testes para detecção dos sorotipos (combinações dos antígenos 
somáticos “O” e flagelar “H”) ou sorogrupos (somente o antígeno O) mais 
comumente associados a essa categoria de E. coli. Nos últimos anos, no 
entanto, tem-se registrado uma diminuição da incidência de EPEC (Rodrigues 
et al., 2004) e um incremento na de outras categorias de E. coli diarreiogênicas 
entre elas, DAEC (Rodrigues et al., 2002; Spano et al., 2008).  
Apesar de incluída entre as E. coli diarreiogênicas, DAEC é ainda uma 
categoria bastante controvertida. Essas bactérias são implicadas como agente 
etiológico de diarreia em crianças em alguns estudos (Baqui et al., 1992; Guion 
et al., 2008; Opintan et al., 2010) enquanto em outros são encontradas em 
frequências similares em casos de diarreia e controles assintomáticos (Gomes 
et al., 1989; Scaletsky et al., 1999; Rajendran et al., 2010).  
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Suscetibilidade dependente da idade tem sido proposta para as infecções por 
DAEC. Alguns estudos epidemiológicos têm mostrado que DAEC são 
associadas a casos de diarreia apenas em crianças mais velhas, com pelo 
menos seis meses de idade (Scaletsky et al., 2002; Ochoa et al., 2009 a). 
Essas bactérias são também encontradas como agentes de diarreia em adultos 
(Meraz et al., 2008), inclusive aqui no Distrito Federal (Piva, 1998; Almeida, 
2003).  
Outro fator que possivelmente tenha contribuído para a controvérsia 
sobre a patogenicidade de DAEC é o critério utilizado para sua identificação, 
que consiste em sua capacidade de aderir difusamente a células cultivadas. O 
termo “adesão difusa” foi utilizado inicialmente para cepas de E. coli que 
aderiam às células de cultura da linhagem Hep-2 sem formar 
“microcolônias”(Figura 1B), que são típicas de EPEC (Scaletsky et al., 1984). 
Mais adiante, com a definição da categoria de E. coli enteroagregativa (Levine 
et al., 1988),como aquelas que possuem adesão agregativa (Figura 1A), o 
termo adesão difusa ficou restrito às cepas que aderem de modo homogêneo, 
mais ou menos espalhado, sobre as células (Figura 1C).  No entanto, adesão 
difusa por si parece não ser um bom critério para definição de uma categoria. 
Este padrão de adesão ocasionalmente ocorre em cepas que são consideradas 
como pertencentes a outros patotipos. Um exemplo são as EPEC “atípicas”, 
que não possuem o plasmídio EAF, geralmente presente em EPEC 
(Hernandes et al., 2009). Desta forma, a utilização do padrão de adesão como 
único critério para classificação de cepas de E. coli parece levar a agrupar 
bactérias pouco relacionadas entre si, gerando confusão. Lopes et al. (2005) 
encontraram uma grande heterogeneidade entre cepas de adesão difusa, tanto 
em termos de fatores de virulência como de adesinas.  
 Algumas adesinas implicadas no fenótipo de adesão difusa já foram 
descritas. Yamamoto et al. (1996) descreveram uma proteína de membrana 
externa de 57 kDa. Benz  e Schimidt (1989) descreveram uma proteína de 100 
kDa que foi chamada AIDA (adhesin involved in diffuse adhesion). No entanto, 
essas adesinas não são comuns em DAEC, não sendo detectadas ou 
aparecendo em freqüência muito baixa nos estudos epidemiológicos (Jallat et 






Figura 1 – Padrões de adesão de cepas de E. coli em células HeLa. A – Exemplo de 
bactéria não aderente; B- Bactéria mostrando padrão agregativo de adesão; C – Padrão 






Em 1989 foi descrita a fímbria F1845, uma proteína de 14,3 kDa 
caracterizada a partir de uma cepa de adesão difusa (C1845) isolada de uma 
criança com diarreia (Bilge et al., 1989). A partir da sequência genética dessa 
fímbria foi desenvolvida a sonda daaC como uma alternativa aos testes de 
adesão em cultura de células. O trabalho de Germani et al. (1996) mostrou 
que, entre as cepas de adesão difusa, apenas as que hibridizavam com a 
sonda daaC apareciam em frequência significativamente maior em casos de 
diarreia do que em controles assintomáticos. A partir daí, a sonda daaC passou 
a ser amplamente utilizada e ajudou a difundir a ideia de que F1845 era a 
fímbria comum (ou fímbria tipo) em DAEC. 
Mais adiante, verificou-se que a sonda daaC não é específica para 
F1845, mas reconhece uma região conservada presente em outras adesinas 
da família Afa/Dr, caracterizada justamente em razão da similaridade de 
organização genética entre seus membros.  
Estima-se que 75% das DAEC ao redor do mundo possuam adesinas da 
família Afa/Dr (Kaper et al., 2004). Embora DAEC sejam definidas como as 
cepas que aderem difusamente a células cultivadas, na prática, a ampla 
utilização da sonda daaC e de iniciadores de PCR que reconhecem porções 
conservadas dos genes Afa/Dr têm levado a identificar cepas DAEC tanto pelo 
padrão de adesão difuso em células de cultura como pela presença dos genes 
das adesinas Afa/Dr.   
A família Afa/Dr inclui as adesinas afimbriais Afa-I, II, III, V, VII e VIII, 
Nfa-I, as fímbrias Dr-I e II,  AAF-I, II, III e F1845 (tabela 1).  Em DAEC de 
origem intestinal são encontradas Afa-I, II, III e V e F1845 (Servin, 2005). 
Apesar das primeiras adesinas afimbriais terem sido descritas em E. coli 
uropatogênicas (UPEC) (Labigne-Roussel et al., 1984; Labigne-Roussel e 
Falkow, 1988) sua ocorrência parece ser comum em cepas de origem intestinal 
(Almeida, 2003), enquanto F1845 parece ocorrer mais raramente (Campos et 
al., 1999). Embora aparentemente menos frequentes, outras adesinas têm sido 
eventualmente descritas, como DrbE121 e DrbE131 (Zhang et al., 1997). 
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Tabela 1 – Adesinas da família Afa/Dr  
 




AfaE-I Afimbrial/fibrilar Humano DAF DAEC 
AfaE-II Afimbrial Humano DAF DAEC 
AfaE-III Afimbrial Humano DAF/CEACAMs DAEC 
AfaE-V Afimbrial Humano DAF DAEC 
AfaE-VII Afimbrial Animal DAF  
AfaE-VIII Afimbrial Animal/humano DAF  
Dr Fimbrial Humano DAF/CEACAMs 
colágeno tipo IV 
UPEC 
Dr-II Não fimbrial Humano DAF UPEC 
F1845 Fimbrial Humano DAF/CEACAMs DAEC 
NFa-I Não fimbrial Humano DAF UPEC 
AAF-I Fimbrial Humano Desconhecido EAEC 
AAF-II Fimbrial Humano GRP94,EGFR, 
TSP1* 
EAEC 
AAF-III Fimbrial Humano Desconhecido EAEC 
 
*Ligação à fibronectina, laminina e colágeno do tipo IV, entre outras, também já foi 
demonstrada (Konar et al., 2012; Farfan et al., 2008).                                                     







Figura 2 – Organização genética dos operons afa/dr. Os operons da família Afa/Dr são 
constituídos de pelo menos cinco genes, nomeados de A a E. Alguns deles possuem 
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Apesar de diferir fenotipicamente, as adesinas Afa/Dr apresentam uma 
mesma organização genética, com operons constituídos de pelo menos cinco 
genes, nomeados de A até E (Figura 2). O gene A codifica uma proteína 
regulatória, B codifica uma chaperona, e C, uma proteína âncora de 
membrana.  Na adesina afimbrial Afa-III, as proteínas D e E formam a estrutura 
adesiva, onde E é a adesina propriamente dita (Garcia et al., 1996). Os genes 
A até D representam um segmento altamente conservado, enquanto os genes 
E mostram maior variabilidade entre as sequências (Jouve et al., 1997). Mesmo 
algumas sequências “E” mostram acentuada similaridade entre si, como Afa-III 
e hemaglutinina Dr, que diferem em apenas 3 aminoácidos (Le Bouguenec et 
al., 1993). Todavia elas divergem tanto do ponto de vista morfológico como 
bioquímico. Por exemplo, a hemaglutinação conferida por Dr pode ser 
bloqueada pela adição de cloranfenicol, ao passo que aquela dada por Afa-III 
não é afetada (Zhang et al., 1997). 
 A maioria das adesinas Afa/Dr compartilha DAF (decay accelerating 
factor; CD55) como receptor (Servin, 2005). Esta proteína de membrana, de 
ampla distribuição nos tecidos do corpo, protege as células de serem lisadas 
por complemento autólogo. Moléculas relacionadas a CEA (carcinoembrionic 
antigen; CD66e) conhecidas como CEACAMs (CEA-related cell adhesion 
molecules)  também servem como receptores para a fímbria Dr, F1845, Afa-I e 
Afa-III (Tabela 1) (Berger et al., 2004; Servin, 2005). Tanto DAF como os 
CEACAMs são recrutados em torno da bactéria após a ligação desta à célula 
hospedeira (Guignot et al., 2000; Berger et al., 2004).  
 Nos últimos anos, diversos estudos envolvendo F1845 e Dr apontaram 
um papel para as adesinas Afa/Dr na patogenia de DAEC.  Bernet-Camard et 
al. (1996) demonstraram que a ligação da cepa C1845 foi capaz de promover 
desmonte da rede de actina em células de linhagem intestinal (CaCo-2) 
totalmente diferenciadas, culminando no alongamento das microvilosidades 
nestas células.  Peiffer et al. (1998) demonstraram que as alterações no 
citoesqueleto descritas por Bernet-Camard resultam da ativação de rotas de 
transdução de sinal dependentes da ligação de cálcio ao GPI 
(glicosilfosfatidilinositol) que ancora DAF à membrana da célula hospedeira. O 
resultado foi obtido tanto com cepa selvagem como com cepa recombinante, 
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mostrando a importância da interação adesina-receptor para deflagar a cascata 
de transdução de sinal. Esses resultados são corroborados pelo trabalho de 
Goluszco et al. (1999) mostrando que tanto bactérias expressando fímbria Dr, 
como esferas recobertas com a fímbria purificada, eram internalizadas pelas 
células. Eles observaram ainda que a agregação do receptor em torno das 
bactérias é associada com a redistribuição de proteínas associadas ao 
citoesqueleto, como erzina e tropomiosina, além da actina.  
 O conjunto dos conhecimentos sobre a patogenia de cepas DAEC 
Afa/Dr levou ao desenvolvimento de um modelo cuja principal característica é o 
desmonte das microvilosidades de enterócitos (Figura 3). A idéia de que 
alterações do citoesqueleto com deformação de microvilosidades podem estar 
na base da patogenia de DAEC é apoiada pelos estudos com cepas de EPEC.  
Nessas últimas, a adesão e o contato íntimo da bactéria com a célula 
eucariótica são um primeiro passo na formação das lesões do tipo “attaching 
and effacing”. A seguir a bactéria injeta proteínas efetoras na célula através do 
TTSS (type three secretion system ou sistema de secreção do tipo III), um 
sistema do tipo agulha (Nataro e Kaper, 1998), que é encontrado em um 
grande número de bactérias Gram-negativas, a maioria patógenos, seja de 
plantas ou de animais, de vertebrados ou de invertebrados (Tampakaki, 2004). 
Evidências da presença de um sistema de secreção do tipo III em DAEC 
isoladas de casos de diarreia infantil foram demonstradas por Kyaw et al. 
(2003). A presença concomitante de adesinas Afa/Dr nessas cepas sugere a 
hipótese de uma via adesina-receptor-proteínas efetoras. 
 Embora o papel das adesinas fimbriais Dr e F1845 na patogenia 
encontre algum consenso na literatura, elas são raramente encontradas em 
DAEC diarreiogênicas, de forma que para aceitar que essas adesinas sejam 
responsáveis pela patogênese, seria preciso extrapolar os resultados obtidos 
nos trabalhos para outros membros da família Afa/Dr. Além disso, cepas Afa/Dr 
positivas também podem ser encontradas em frequências similares em casos 
de diarreia e controles em alguns trabalhos (Ochoa et al., 2009 b), mesmo 
quando se consideram apenas as crianças mais velhas (Albert et al., 1999), 
sugerindo que um fator ou fatores adicionais devem estar presentes  nas cepas 
que causam diarreia. 
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Figura 3 – Modelo de patogenia proposto para cepas de DAEC Afa/Dr. I – Interação de 
cepas DAEC Afa/Dr com células epiteliais; II – Perda de microvilosidades; III – Produção 
de IL-8 e recrutamento de PMNs; IV – Internalização da bactéria via domínios lipídicos. 
Círculos: 1- Interação de DAEC Afa/Dr com os receptores (DAF e CEACAMs) das 
adesinas Afa/Dr nas células hospedeiras; 2- via de sinalização envolvendo tirosina 
quinase, fosfolipase C e aumento do influxo de Ca2+; 3- levando ao rearranjo das 
proteínas F-actina e vilina,  do citoesqueleto; as lesões estruturais são acompanhadas 
pela diminuição da expressão das proteínas funcionais SI, DPP IV, transportador de 
glicose SGLT1, e  transportador GLUT5; 4 - O aumento da permeabilidade paracelular é 
associado com a reorganização das proteínas associadas às junções oclusivas ZO-1 e 
occludina; 5- Um mecanismo de sinalização MAPK-dependente leva à produção da 
citocina pró-inflamatória IL-8, 6- o que desencadeia a migração transepitelial de PMNLs; 
7 – DAEC Afa/Dr interagem com PMNLs transmigrados, 8-  promovendo a produção de 
TNF-α e IL-1β, 9 – aumento na expressão de DAF e MICA e expressão anormal de DAF no 
domínio basolateral; 10 – Internalização da bactéria através de um mecanismo que 
envolve domínios lipídicos e microtúbulos dinâmicos; 11- Sobrevivência da bactéria em 








Taddei et al. (2003) encontraram a toxina Sat (secreted autotransporter 
toxin), codificada pelo gene sat, em 100% das cepas Afa/Dr isoladas de 
infecções urinárias e em 44% dos isolados de origem intestinal. Esta toxina, 
que foi a primeira a ser relatada em DAEC, foi originalmente identificada em E. 
coli uropatogênicas (Guyer et al., 2000) e pertence à família de serino 
proteases autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATEs). Demonstrou-
se que SAT é capaz de promover lesões em “tight junctions” de células da 
linhagem intestinal CaCo-2, alterando a distribuição das proteínas ZO1, ZO3 e 
ocludina e diminuindo sua expressão; tais alterações foram associadas a um 
aumento de permeabilidade nessas células (Guignot et al., 2007). Essa toxina 
está presente nas cepas protótipos de DAEC Afa/Dr: C1845, KS52, A30 e 
IH11128 (Guignot et al., 2007).  
Outro fator que poderia estar envolvido na patogenia é a capacidade das 
cepas DAEC de induzir a secreção da citocina pró-inflamatória IL-8. No estudo 
epidemiológico de Meraz et al. (2007), alto nível de secreção de IL-8 em 
células de cultura foi o único fator,  além da presença das adesinas Afa/Dr, 
significativamente associada à diarreia por DAEC em crianças de um a quatro 
anos de idade. 
Nas diarreias causadas por EAEC, a presença de IL-8 nas fezes 
correlaciona-se com a gravidade da infecção. Nessas bactérias, o grande 
aumento na secreção desta citocina foi associado ao gene fliC,  que codifica 
flagelina  (Steiner et al., 2000). Em DAEC, a capacidade de estimular a 
produção de IL-8 já foi atribuída à ligação da adesina Afa/Dr a DAF (Bétis et al., 
2003 a), à fímbria do tipo I (Sémiramoth et al., 2009), ao flagelo (Arikawa  e 
Nishikawa 2010) e à fímbria Dr (Diard et al., 2009). Nesse último caso, o 
aumento da secreção de IL-8 é dependente da quinase ERK1/2, e induzido 
pela fímbria liberada no meio, cuja liberação, por sua vez, ocorre em resposta à 
presença de norepinefrina, numa complexa interação bactéria-hospedeiro.  
Uma vez que as células tenham produzido IL-8, a produção de fator de 
necrose tumoral alfa (TNFα) e interleucina 1-beta (IL-1β) que se segue 
promove a regulação positiva de DAF (Bétis et al., 2003 a). O aumento da 
expressão de DAF, por seu turno, poderia permitir que um maior número de 
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bactérias se ligasse ao enterócito, sugerindo que o estímulo da secreção de IL-
8 possa exercer, ainda que indiretamente, um papel facilitador da colonização 
do epitélio por cepas DAEC.  
Outra consequência já demonstrada da produção de IL-8, após a ligação 
de cepas DAEC, foi o recrutamento e a migração de leucócitos 
polimorfonucleares (Bétis et al., 2003 b). Cepas DAEC mostram um nível 
reduzido de fagocitose pelos neutrófilos transmigrados, em relação a cepas 
não patogênicas de E. coli, e são capazes de induzir a apoptose dos neutrófilos 
(Brest et al., 2004).  
A fagocitose de células apoptóticas induz a síntese de TGF-β (Serhan e 
Savill, 2005) que, entre outras funções, medeia a diferenciação dos linfócitos 
Th17 e T reg (Stockinger e Veldhoen, 2007), implicados na manutenção da 
homeostase intestinal (Honda e Takeda, 2009), com funções opostas: as Treg 
são células supressoras, enquanto as Th17 são inflamatórias e atuam na 
resposta imune contra bactérias extracelulares (Stockinger e Veldhoen, 2007). 
Dessa forma, a modulação da resposta imune a DAEC estaria mais uma vez 
ligada à sua capacidade de ativar a produção de IL-8. 
Recentemente foi demonstrado que a cepa padrão de DAEC C1845 é 
capaz de induzir “netose” em neutrófilos cultivados (Marin-Esteban et al., 
2012). A netose (também chamada etose em outras linhagens celulares) é um 
processo ativo de morte celular em neutrófilos que leva à liberação de NETs 
(neutrophil extracellular traps), que são complexos de cromatina 
descondensada com proteínas, a maioria granulares. NETs possuem atividade 
antimicrobiana: formam  estruturas que aprisionam microrganismos, além de 
conter proteínas capazes de mata-los ou inibi-los, ou ainda, proteínas que 
clivam fatores de virulência específicos (Brinkmann e Zychlinsky, 2012). Marin-
Esteban et al. demonstraram que NETs induzidos pela infecção com a cepa 
C1845 são capazes de matar a bactéria, mas também de lesar o citoesqueleto 
de células de linhagem intestinal. Dessa forma, a ação dos NETs pode estar 
relacionada aos efeitos deletérios da infecção por C1845 – e talvez de outras 
DAEC Afa/Dr.  
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Atualmente, muita atenção vem sendo dada ao papel dos biofilmes nas 
infecções. Em E. coli diarreiogênicas, o interesse vem aumentando a partir dos 
estudos com EAEC. Esta, que tem sido apontada como uma das categorias 
mais frequentes em casos de diarreia (Huang e Dupont, 2004) não forma 
lesões histopatológicas típicas e a capacidade de formar biofilmes é seu único 
fator de virulência consensual (Huang et al., 2006).  Recentemente, formação 
de biofilme e comportamento multicelular têm sido descritos em outras 
categorias de E. coli, como EPEC atípicas (Weiss-Muszkat et al., 2010) e 
STEC (Biscola et al., 2011). Em DAEC, autoagregação e formação de biofilme 
foi relatada, até o momento, apenas para cepas que expressam a adesina 
AIDA (de ocorrência rara em DAEC), isoladas tanto de humanos como de 
animais (Sherlock et al., 2004; Ravi et al., 2007).  
Um biofilme é definido como uma comunidade microbiana séssil, 
caracterizada por células que estão irreversivelmente ligadas a um substrato - 
ou a uma interface ou umas às outras - são embebidas numa matriz de 
substâncias poliméricas extracelulares que elas produziram, e exibem um 
fenótipo alterado com respeito à taxa de crescimento e transcrição gênica 
(Donlan e Costerton, 2002). Esta definição não inclui as colônias bacterianas 
crescidas em ágar, que apesar de aderidas a um substrato exibem 
características fisiológicas semelhantes às das células planctônicas.  
Entre os benefícios que uma comunidade bacteriana pode obter a partir 
da formação de biofilmes estão: resistência a antimicrobianos, proteção contra 
predação por protozoários e proteção contra as defesas do hospedeiro (Mah e 
O'Toole 2001; Matz e Kjelleberg 2005; Anderson e O'Toole 2008). 
A resistência aumentada a antibióticos é o principal problema a ser 
enfrentado nas infecções envolvendo biofilmes. Diversos fatores podem estar 
implicados na resistência a antibióticos, dependendo da(s) espécie(s) 
envolvida(s). A presença da matriz que dificulta sua penetração e a diminuição 
da taxa metabólica são fatores inerentes aos biofilmes. Outra possível razão 
pode ser o aumento da proporção de células persistentes (Lewis, 2005).  
Apesar de geneticamente idênticas ao resto da população, essas células não 
se dividem e são resistentes a muitos antibióticos, possivelmente porque 
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expressam sistemas toxina-antitoxina onde o alvo dos antibióticos é bloqueado 
pela toxina (Lewis, 2005).  
A formação de um biofilme é um processo que compreende pelo menos 
cinco etapas: adesão inicial, adesão irreversível, adesão célula a célula, 
maturação e dispersão. Na etapa inicial as células planctônicas podem mover-
se ativamente ou serem levadas à superfície de adesão pelo fluxo de líquido. A 
adesão torna-se irreversível pela produção de matriz extracelular e/ou de 
adesinas específicas, que podem incluir pili ou fímbrias. A adesão célula a 
célula é importante na formação do biofilme propriamente dito e sua posterior 
maturação. Finalmente ocorre a dispersão de células que se destacam do 
biofilme e retornam ao estado planctônico (Van Houdt e Michiels, 2005).  
A maturação de um biofilme corresponde ao seu crescimento 
tridimensional. Biofilmes maduros exibem um aspecto em forma de 
“cogumelos”, são formados por microcolônias e possuem canais de água em 
seu interior.  Principalmente devido às interações célula a célula, este processo 
leva à formação de um ambiente físico no qual as bactérias exibem 
características fisiológicas que os distinguem de seus homólogos planctônicos 
(Beloin et al., 2008).  
Bactérias Gram-negativas respondem a estresse ambiental sintetizando 
fatores sigma alternativos. Em E. coli, esses fatores sigma estão sob o controle 
de Rpos (σS), o regulador de resposta geral de estresse que compete com o 
fator sigma RpoD vegetativo (σ70) e outros fatores sigma. Biofilmes de cepas 
rpos+ apresentam densidade mais elevada e um aumento do número de 
organismos viáveis (Adams e McLean, 1999); Rpos é ativado durante a fase de 
crescimento lento, sugerindo que as condições que provocam retardamento do 
crescimento bacteriano, tais como a limitação de nutrientes ou acúmulo de 
metabólitos tóxicos, favorecem a formação de biofilmes de E. coli.  Por sua vez, 
limitação de nutrientes e aumento de concentrações tóxicas de metabólitos 
estão associados à alta densidade populacional que ocorre nos biofilmes. 
Quando as células de E. coli entram em fase estacionária, alternam  da 
modalidade planctônica para uma potencialmente séssil  expressando fímbrias 
curli. Esta transição é mediada por Rpos (Nguyen et al., 2012). Entre os genes 
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sob o controle de Rpos, muitos são genes envolvidos na regulação inversa da 
motilidade e adesão mediada por curli, provavelmente através do mensageiro 
secundário c-di-GMP (Pesavento et al., 2008; Weber et al., 2006). 
Fímbrias (ou fibras) curli são apêndices adesivos proteicos, de natureza 
amilóide, que permitem às células aderir umas às outras e a várias superfícies 
(Barnhart e Chapman, 2006). Além de curli, diversos componentes, como 
fímbrias, celulose, pili conjugativos e polissacarídeos podem fazer parte da 
matriz extracelular dos biofilmes de E. coli. Em bactérias crescidas em placas 
contendo o corante vermelho congo (congo red), a expressão simultânea de 
curli e celulose determina o morfotipo rdar (red, dry and rough). Esse morfotipo 
– identificado pelo aspecto das colônias em meio CRI - está associado, além 
da formação de biofilme, a outros comportamentos multicelulares, como 
agregação em líquido e formação de película na interface ar/líquido (Zogaj et 
al., 2003).  
Em cepas de E. coli e Salmonella, a expressão de curli é favorecida por 
temperaturas abaixo dos 30°C. Entretanto, isolados clínicos, como cepas de E. 
coli isoladas de casos de septicemia, expressam curli a 37°C (Barnhart e 
Chapman, 2006). Vários estudos tem associado a expressão de curli à 
virulência em Enterobacteriaceae. Ela é considerada um fator importante para 
a colonização, já que é capaz de se ligar a moléculas de ampla distribuição no 
organismo, como a fibronectina (Olsén et al., 1989) e o MHC de classe I (Olsén 
et al., 1998). Em E. coli que causam infecções em aves (APEC), a ausência de 
curli reduz em cerca de 80% a capacidade de colonização do intestino (La 
Ragione et al., 2000). Cepas de Salmonella enteritidis deficientes na produção 
de curli tem seu crescimento reduzido em ovos (Cogan et al., 2004). 
Além de ser um fator de colonização (Barnhart e Chapman, 2006), o fato 
de curli ser um amiloide leva ao estímulo da resposta inflamatória no 
hospedeiro (Bian et al., 2000; Tükel et al., 2009), a qual é mediada por 
TLR1/TLR2 (Tükel et al., 2009). A expressão de curli foi associada ainda ao 
aumento das taxas de invasão de células epiteliais por Gophna et al. (2001) e 
também por Uhlich et al. (2002) que relataram ainda aumento da virulência de 
EHEC expressando curli em modelo murino.  
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Biofilmes mistos, ou seja, formados por espécies diferentes, estão 
envolvidos em várias infecções de relevância clínica, tais como infecções orais 
(Periasamy e Kolenbrander, 2009), respiratórias (Murphy et al., 2009; Eberl e 
Tümmler, 2004) e em usuários de cateteres (Douglas, 2003). 
Em um trabalho recente, Uhlich et al. (2010) demostraram que cepas 
EHEC, que normalmente não mostram habilidade de formar biofilme em 
monocultura, formavam biofilmes quando associadas a cepas não patogênicas 
de E. coli, o que pode estar associado  à persistência dessas bactérias em 
superfícies.  
Evidências de que biofilmes mistos podem estar diretamente envolvidos 
no estabelecimento de diarreia por E. coli vêm de trabalho recente realizado 
neste laboratório. Uma cepa de Citrobacter freundii, uma espécie considerada 
comensal e que, no entanto, foi isolada de uma criança com diarreia grave, 
mostrou ser capaz de intensificar a adesão de cepa patogênica de EAEC 
















2.1 - Objetivo geral 
Comparar cepas DAEC Afa/Dr isoladas de crianças e de adultos, a partir da 
análise de características relacionadas à virulência e à formação de biofilmes 
em cepas isoladas de casos de diarreia e controles assintomáticos. 
 
2.2 - Objetivos específicos 
- Determinar a frequência de cepas de Escherichia coli de adesão difusa em 
casos de diarreia e em controles assintomáticos; 
- Definir o perfil genético em relação às adesinas Afa/Dr portadas pelas cepas 
DAEC; 
- Avaliar a presença e identificar possíveis novas adesinas da família Afa/Dr 
nas cepas DAEC; 
- Determinar a frequência dos genes sat, csgA, traA, que codificam, 
respectivamente, a toxina SAT, a subunidade estrutural das fímbrias curli e 
pilina F, além dos genes escJ e escV, que fazem parte do TTSS;  
- Caracterizar fenotipicamente as cepas DAEC em relação à motilidade, 
produção de celulose e fibras tipo curli; 
-Determinar a capacidade de formação de biofilmes por cepas de E. coli de 
adesão difusa (DAEC), sozinhas ou em combinação com C. freundii; 





3- MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 – Amostras bacterianas 
Foram utilizadas amostras de Escherichia coli, pertencentes a duas 
coleções deste laboratório; a primeira consiste de amostras obtidas de crianças 
de até cinco anos de idade, que foram atendidas no Hospital Universitário de 
Brasília (HUB) e no Hospital Materno Infantil de Brasília (HMIB), no período de 
dezembro de 2000 a julho de 2002. Os casos de diarreia foram definidos como 
os que apresentaram um número aumentado de evacuações diárias com 
presença de fezes amolecidas (pastosas ou líquidas). Foram coletadas 127 
amostras fecais de crianças com diarreia e 127 de crianças assintomáticas. Os 
controles foram definidos como aqueles que não apresentaram diarreia no 
período de quatro semanas antes da coleta. Indivíduos que tivessem feito uso 
de antibióticos 15 dias antes da coleta foram excluídos do estudo. Os controles 
foram pareados por idade e nível sócio-econômico e coletados no período de 
até 15 dias após a coleta do caso correspondente. Em geral, cinco isolados 
foram obtidos de cada amostra fecal, totalizando 1253 isolados. No momento 
da coleta, foram obtidos dados gerais sobre a saúde e alimentação das 
crianças. 
A segunda coleção é composta por amostras de Escherichia coli 
isoladas de fezes de 143 adultos com diarreia e 119 adultos assintomáticos, as 
quais foram previamente classificadas como DAEC e parcialmente 
caracterizadas (Piva, 1998; Almeida, 2003).  A coleção consta de 27 cepas 
provenientes de adultos diarreicos e 15 cepas provenientes de adultos 
assintomáticos.  
Todas as amostras foram submetidas à pesquisa dos sorogrupos de 
EPEC: O26, O55, O86, O111, O114, O119, O125, O126, O127, O128, O142 
and O158 (OMS, 1987). As cepas utilizadas como controle nos testes estão 
indicadas na tabela a seguir (tabela 2).  
As amostras foram preservadas em ágar nutriente e criopreservadas em 
glicerol 20% a - 20°C.  
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Tabela 2 – Cepas bacterianas utilizadas como controle neste estudo 
 
Cepa Característica 
E. coli C600 Controle negativo 
E. coli  KS 51 operons afa/Dr e afaE-1 
E. coli A 22 afaE-2 
E. coli A 30 afaE-3 
E. coli AL 851 afaE-5 
E. coli IH 11128 Fímbria Dr 
E. coli C 1845 F1845/adesão difusa 
E. coli 042 Biofilme/ adesão agregativa 
E. coli 17.2 Biofilme/adesão agregativa 
E. coli EPEC 8 eae/adesão localizada/TTSS 
C. freundii - Cf 205 Biofilme 





3.2-  Critérios de definição de cepas DAEC 
 Foram selecionadas cepas de Escherichia coli que apresentaram 
resultado positivo, por PCR, para a presença da região conservada dos genes 
afaB-C, correspondente a um fragmento de 750 pb da região conservada dos 
operons afa, que codificam as adesinas Afa/Dr. Uma vez que cepas atípicas de 
EPEC (E. coli enteropatogênica) podem possuir essas adesinas, as amostras 
também foram testadas  quanto à presença da região conservada do gene eae, 
que caracteriza as cepas EPEC; amostras positivas foram excluídas deste 
estudo.  Os iniciadores utilizados estão listados na tabela 3.   
As amostras Afa/Dr+/eae- foram submetidas aos testes de adesão em 
células cultivadas. Foram incluídas neste trabalho as amostras apresentando 
adesão difusa. Amostras causando descolamento celular também foram 
incluídas. 
 
3.3- Critérios de exclusão 
 Foram excluídos da amostra os casos nos quais tenham sido isolados 
outros patógenos bacterianos, tais como Salmonella sp. e Shigella sp, e cepas 
de E. coli  pertencendo a outras categorias diarreiogênicas de E. coli (EPEC, 
EAEC, STEC/EHEC, ETEC e EIEC).  
 
3.4- Identificação de adesinas Afa/Dr 
 Os genes afaE-1, afaE-2, afaE-3/dre afaE-5 e daaE, que codificam, 
respectivamente, a porção estrutural das adesinas Afa-I, II, III/Dr, Afa-V e 
F1845 foram identificados por PCR. Os iniciadores estão listados na tabela 3. A 
diferenciação entre cepas que possuem Afa-III e Dr foi feita fenotipicamente 
através de testes de hemaglutinação manose-resistente em presença de 




3.5- Caracterização genética das cepas DAEC 
 A presença dos genes afaB-C que codificam as adesinas Afa/Dr, gene 
sat, que codifica a toxina Sat e genes escV e escJ, que fazem parte do sistema 
de secreção do tipo III, foi investigada por PCR. As condições empregadas 
para a PCR foram as seguintes: 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 30 ciclos na 
temperatura de anelamento de cada par de iniciadores por 1 minuto, e a 72°C 
por 1 minuto, seguidos de um ciclo de extensão final a 72°C por 5 minutos. 
Todos os fragmentos utilizaram parâmetros semelhantes, exceto pela 
temperatura de anelamento. Os iniciadores estão listados na tabela 3.  
Para extração do DNA, 1 mL de cultura foi centrifugada (3000g/3 min) e 
o precipitado ressuspenso em 500 µL de água destilada. Essa suspensão foi 
colocada em banho-maria a 97°C e centrifugada novamente. O sobrenadante 
foi utilizado como fonte de DNA total para as reações de amplificação. Os 
produtos de amplificação foram resolvidos em géis de agarose 2%, em tampão 
acetato pH 8,2 (Anexo A, p 106).  
As condições gerais para amplificação foram as seguintes: 
10 mM Tris-HCl pH 8,8 
1,5 mM MgCl2  
50 mM KCl 
200 µM cada dNTP 
1 U Taq polimerase 







Tabela 3 – Iniciadores utilizados neste trabalho 
 














5´ GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 3´ 
5´ CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 3´ 
750 pb 62°C 





5´ CGAAAACGGCACTGACAAG 3´ 
5´ AGGCTTCCGTGAATACAACC 3´ 




5´ TTAGACCGTACTGTTGTGTTACC 3´ 
5´ GTTTCCCAGTAGACTGGAATGAAGC 3´ 
375 pb 48°C 








5´ TTAGACCGTACTGTTGTGTACC 3´ 
5´ ACCATTGTCGGTCGTCCAGGC 3´ 
408 pb 65°C 





5´ TTAGACCGTACTGTTGTGTTACC 3´ 
5´ AGCATCGGCGCGGTATACGGT 3´ 
429 pb 48°C 





5´ TGACTGTGACCGAAGAGTGC 3´ 
5´ TTAGTTCGTCCAGTAACCCCC 3´ 





5´ GCAGCAAATATTGATATATCA 3´ 
5´ GTTGTTGACCTCAGCCAAGGAA 3´ 
630 pb 57°C 
Taddei et al., 
2003 
escJ TTSS 
5’ GTCAATGTTGATGTCGTATCTAAG 3’ 
5´ CACTAAGCTCGATATATAGAACCC 3’ 
826 pb 54°C 
Kyaw et al., 
2003 
escV TTSS 
5’ GATGACATCATGAATAAACTC 3’ 
5’ GCCTTCATATCTGGTAGAC 3’ 
2130 pb 54°C 
Kyaw et al., 
2003 
traA Pilina F 5’ AAGTGTTCAGGGTGCTTCTG 3’ 385 pb 60°C 
Pereira et al., 
2010 
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5’ TATTCTCGTCTCCCGACATC 3’ 
eae Intimina 
5’ CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 3’ 
5’ CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG 3’ 
881 pb 52°C 
Oswald et al., 
2000 
csgA Curli 
5´ ACTCTGAACTTGACTATTACC 3´                       
5´  AGATGCAGTCTGGTCAAC 3´ 




5´ TTAGACCGTACTGTTGTGTACC 3´ 
5´CCGKYSAGGDTCAGDGTGTA 3´* 
800 pb 58°C Este estudo 
*K –T ou G; Y – T ou C; S- G ou C; D – A, T ou G. 
 
 
3.6- Determinação da motilidade das cepas 
 A capacidade de motilidade das cepas DAEC foi determinada pelo 
padrão de crescimento em ágar semissólido (Anexo A, p. 101) em tubos 
verticais. As amostras bacterianas crescidas em LB (Anexo A, p. 100) foram 
inoculadas com auxílio de agulha bacteriológica, em profundidade de 1 cm a 
partir da superfície do meio. As amostras foram crescidas a 37°C por 24 horas 
e depois à temperatura ambiente por mais sete dias. Cepas que não 
mostraram motilidade neste período foram repicadas para novo meio. Foram 
consideradas negativas as cepas que não mostraram motilidade após três 
repiques (21 dias).   
 
3.7- Ensaios de formação de biofilme  
A formação de biofilme foi avaliada utilizando o método descrito por Wakimoto 
et al. (2004), que emprega placa de poliestireno contendo 96 poços, com 
modificações. Concisamente, 200 µL de DMEM-manose (Anexo A, p. 101) por 
poço foram inoculados com 5 µL de cada cultura bacteriana. As placas foram 
incubadas por 18 h a 37°C e os biofilmes formados foram corados com cristal 
violeta (Anexo A, p. 105) por 15 minutos e lavados com 200 µL/poço de PBS 
(Anexo A, p. 103). Os biofilmes foram quantificados utilizando a média do CV 
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adsorvido (OD 630 nm) no fundo do poço somado ao CV solubilizado por 
etanol (200 µL/poço). O resultado foi dado pela média de três experimentos 
independentes. 
A cepa 205 de Citrobacter freundii, isolada de um surto de diarreia no 
Distrito Federal, foi utilizada como controle positivo. Esta cepa é capaz de 
formar, nas condições do teste, um biofilme de baixa intensidade, com 
presença de uma matriz que pode ser visualizada por microscopia ótica. Os 
valores das leituras (OD ± 0,2) desta cepa foram utilizados como ponto de 
corte. As cepas que tiveram leituras iguais ou maiores do que as de Cf 205 
foram consideradas formadoras de biofilmes, enquanto aquelas que 
apresentaram leituras menonores do que Cf 205 foram consideradas incapazes 
de formar biofilme. As cepas EAEC 042 e C600 foram utilizadas como 
controles internos dos testes (biofilmes intensos e controle negativo, 
respectivamente).  
Para contagem das unidades formadoras de colônia (UFC), os biofilmes 
foram formados sobre lamínulas de vidro circulares com 13 mm de 
circunferência. Após 18 horas, as lamínulas foram lavadas com PBS para 
remover as bactérias não aderidas, e as bactérias foram deslocadas das 
lamínulas com 20 mL de PBS contendo 0,5 % de triton, por agitação. Cinco a 
dez microlitos de cada suspensão foram semeados em placas de ágar 
MacConkey e crescidos por 18 horas a 37°C, quando as UFC foram contadas. 
A diferenciação das cepas de E. coli e C. freundii foi feita com base na 
diferença de velocidade de fermentação de lactose por essas bactérias, (sendo 
a primeira um fermentador rápido e a segunda, lenta) que resulta em colônias 
de cores diferentes nas condições do ensaio. O resultado foi dado pela média 
de três experimentos independentes. 
 
3.8- Manutenção de células HeLa 
As células foram mantidas em frascos com 25cm2 de área, em meio 
DMEM (Anexo A, p. 101) contendo antibióticos (Anexo A, p. 101) e 5% de soro 
fetal bovino, a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Após atingirem confluência 
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na superfície do frasco, as células foram repassadas para novos frascos ou 
placas para realização dos testes. Para deslocamento do tapete celular, as 
células eram lavadas três vezes com PBS glicosado (Anexo A, p. 102) 
contendo uma solução de tripsina/EDTA a 0,4% (Anexo A, p. 102). Após as 
lavagens, a solução foi parcialmente descartada e os frascos mantidos a 37°C 
por 10 minutos, após os quais os frascos foram agitados manualmente para 
permitir o descolamento das células. Estas foram homogeneizadas com 2ml do 
meio DMEM e distribuídas na proporção de 0,5ml a 1ml por novo frasco. 
 
3.9- Ensaios de adesão  
 Os ensaios de adesão em células de cultura foram realizados conforme 
previamente descrito, com adaptações (Scaletsky, 1984). Células HeLa (0,6 x 
105 céls/orifício)  cultivadas em DMEM (5% SFB e antibióticos) em atmosfera 
de 5% de CO2, a 37°C, em placas de 24 orifícios, montadas com lamínulas de 
vidro até atingir cerca de 5-70% de confluência foram infectadas com 50 μl de 
cultura bacteriana. Nos ensaios de adesão mista, foram utilizados 25 μl de 
cada cultura bacteriana. As bactérias foram incubadas por 3 horas, após as 
quais as células foram lavadas com PBS e as lamínulas fixadas com metanol, 
coradas com May-Grünwald e analisadas por microscopia ótica para 
determinar os níveis de adesão. 
 Para contagem das unidades formadoras de UFC, após os testes de 
adesão, os poços foram lavados seis vezes com PBS para remover as 
bactérias não aderidas, e as células foram lisadas com PBS contendo 0,5 % de 
triton. Dez microlitos de cada lisado, diluído 1:500 e 1:1000, foram semeados 
em placas de ágar MacConkey e crescidos por 18 horas a 37°C, quando as 
UFC foram contadas. A diferenciação das cepas de E. coli e C. freundii foi feita 
com base na diferença de velocidade de fermentação de lactose por essas 
bactérias, (sendo a primeira um fermentador rápido e a segunda, lenta) que 
resulta em colônias de cores diferentes nas condições do ensaio. O resultado 




3.10- Produção de curli e celulose 
A produção de curli e celulose foram determinadas semeando as 
amostras de forma pontual em meio CRI (Anexo A, p. 100), de acordo com o 
descrito por Soloman et al., 2005. As amostras foram divididas de acordo com 
os fenótipos descritos por Zogaj et al., 2003: rdar (red, dry and rough), 
indicando produção de curli e celulose; bdar (brown, dry and rough), indicando 
produção apenas de curli; pdar (pink, dry and rough) indicando produção de 
celulose; e saw (smooth and white), indicando falta de produção de celulose e 
curli (Figura 4A).  
A produção de celulose foi detectada visualizando a florescência das cepas 
crescidas em meio calcoflúor (Anexo A, p. 101), sob luz ultravioleta (Figura 4B) 
(Soloman et al., 2005).  
 
                              A                                            B                      
 
Figura 4: Aspecto de colônias bacterianas cultivadas nos meios CRI e calcoflúor. A 
produção de curli e celulose determinam os morfotipos saw, pdar, bdar e rdar em meio 
CRI (A). A produção de celulose pode ainda ser visualizada pela fluorescência das 




3.11- Extração de proteínas de superfície  
As colônias de DAEC crescidas até a confluência em LB Agar (Anexo A, 
p. 100) foram raspadas e ressuspensas em PBS. A extração das proteínas 
superficiais foi feita submetendo-se as suspensões à agitação intensa a 65°C 
seguida de centrifugação a 5000 RPM por 30 minutos para remoção dos restos 
celulares.  As proteínas foram precipitadas com sulfato de amônio a 70%, 
ressuspensas em pequeno volume de PBS e submetidas à diálise para 
remoção do sal.  
 
3.12 - Obtenção de anticorpo anti-AfaX  
 Anticorpos policlonais foram obtidos, em camundongos “Swiss”, de 
acordo com metodologia padrão. Cada animal foi inoculado com 5 g de 
proteína obtida conforme item anterior. A proteína diluída em um volume 
pequeno (25 l) de PBS estéril foi inoculada via intramuscular na coxa do 
animal em 3 doses, com intervalos de 15 dias: a primeira, com adjuvante 
completo de Freund, a segunda com adjuvante incompleto e a terceira, apenas 
a proteína. Decorridos 15 dias após a última imunização os animais foram 
anestesiados com éter e exsanguinados através de incisão na veia subclávia. 
Todos os procedimentos com animais seguiram as normas recomendadas pelo 
CEUA e foram realizados somente após aprovação de projeto por este comitê.  
 
3.13 - Ensaio de “Western blot” 
Após a eletroforese em SDS-PAGE das proteínas de superfície de E. 
coli, as bandas proteicas foram transferidas para membrana de nitrocelulose. A 
membrana foi previamente incubada em solução de bloqueio (Anexo A, p. 102) 
contendo 1% de albumina sérica bovina por 18 horas. Após o bloqueio, a 
membrana foi lavada em TBS (Anexo A, p. 103), incubada com o anticorpo 
anti-AfaX diluído na proporção de 1:500 em solução de bloqueio e incubado por 
18 horas com agitação branda. Após a incubação com o primeiro anticorpo, a 
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membrana foi lavada 3 vezes com TBS por 15 minutos cada. Em seguida 
procedeu-se a reação com o anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado 
com fosfatase, diluído na proporção de 1:1000 na solução de bloqueio. A 
incubação foi de 2 horas a temperatura ambiente sob agitação branda. A 
membrana foi novamente lavada com TBS e o complexo foi revelado com uma 
solução contendo partes iguais de BCPI (5-bromo-4-cloro-indolyl phosphate) e 
NBT (nitro blue tetrazolium). 
 
3.14 - Contrastação negativa (Microscopia eletrônica de transmissão) 
As amostras bacterianas foram cultivadas em LB ágar (Anexo A, p. 100) 
por 18 horas a 37°C. Após o crescimento, uma quantidade da cultura 
bacteriana equivalente a uma única colônia foi ressuspensa em solução salina. 
Uma gota dessa solução foi aderida a uma tela de cobre com malha de 200 
“mesh” recoberta com película de formvar (0,6%). O excesso de líquido foi 
removido com papel filtro e, na sequência, as telas foram depositadas em uma 
gota de solução de acetato de uranila a 0,1%. Após alguns minutos, as telas 
foram lavadas em água destilada, o excesso de líquido foi removido e as telas 
colocadas para secar. As telas foram visualizadas ao microscópio de 
transmissão Jeol, com corrente de 80kV, no laboratório de microscopia 
eletrônica da UnB. 
 
3.15 – Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
Para análise por MEV, as amostras foram fixadas em solução de 
Karnovsky (5% de glutaraldeído mais 4% de formaldeído em tampão cacodilato 
de sódio 0,1 M) por duas horas a temperatura ambiente ou por 18 horas em 
geladeira. Após, as amostras foram fixadas por uma hora em tampão 
cacodilato contendo 0,5% de tetróxido de ósmio e 0,8% de ferrocianeto de 
potássio. Seguiu-se a desidratação em acetona (30-100%), secagem ao ponto 
crítico de CO2 e deposição da camada de ouro (20nm) sobre as amostras. As 
amostras foram visualizadas no microscópio de varredura do laboratório de 
microscopia eletrônica da UnB.   
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3.16 – Sequenciamento 
 O sequenciamento dos genes foi realizado de forma automatizada pelo 
laboratório de Biologia Molecular da UnB, utilizando o equipamento MegaBACE 
500 Plus (Molecular Dinamics) e pela empresa Ludwig Biotec, utilizando o  
equipamento ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
 
3.17 – Bioinformática 
A análise da sequência de afa-X e da proteína correspondente foi feita 
utilizando programas disponíveis publicamente, tais como:  
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990), disponível 
em: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.  
ExPASy (Gasteiger et al., 2003), disponível em:http://web.expasy.org/translate/  
Os iniciadores foram desenhados com o auxílio dos programas BLAST (acima) 
e Genefisher2 (Giegerich et al., 1996), disponível em: http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/genefisher2/ 
 
3.18 - Análise estatística 
A análise estatística foi feita utilizando o programa SPSS versão 13.0. 
Frequências foram analisadas por meio do teste de Fisher ou Qui-quadrado, 
quando indicado. Médias entre grupos foram comparadas por meio do teste t 





4.1- Frequência de DAEC Afa/Dr 
 
Um total de 1253 amostras de E. coli, isoladas das fezes de 127 casos 
de diarreia em crianças, e de 127 controles assintomáticos, foram examinadas 
quanto à presença de genes da região conservada dos operons afa (afaB-C), 
que codificam as adesinas da família Afa/Dr. Isolados positivos foram 
investigados quanto à presença da região conservada do gene eae, cuja 
presença é característica de EPEC. Cento e dezoito isolados tiveram resultado 
positivo para afaB-C e negativo para eae. Nos testes de adesão, a maioria das 
cepas (80,5% - 95/118) mostrou adesão difusa. Nove cepas (7,7%) foram não 
aderentes e uma (0,8%) aderiu num padrão indeterminado; estas cepas foram 
excluídas deste estudo. Apesar de outras 13 cepas (11%) terem causado 
descolamento celular, bactérias aderindo difusamente puderam ser observadas 
nas células remanescentes, e elas foram incluídos no estudo. Cento e oito 
cepas, sendo 50 de casos de diarreia e 58 de controles assintomáticos foram 
considerados DAEC Afa/Dr (tabela 4). 
Em relação ao número de crianças estudadas, cepas DAEC Afa/Dr 
foram detectadas em de 21 dos 127 casos de diarreia (16,5%), e em 25 de 127 
de indivíduos assintomáticos (19,6%). Não houve, portanto, diferença entre a 
frequência de DAEC em casos de diarreia em crianças e em seus controles. 
Cepas de DAEC Afa/Dr foram recuperadas de 27 dos 143 (18.8%) casos de 
diarreia em adultos, e de cinco dos 119 (4.2%) controles (Tabela 4). 
Consequentemente, cepas DAEC foram encontradas em maior frequência em 
casos de diarreia em adultos (P<0.01). Vinte e sete cepas foram obtidas de 













Crianças Adultos Total 
 
Casos Controle Casos Controle  
Número de sujeitos de pesquisa 127 127 143 119 516 
 
Portadores de DAEC Afa/Dr 
 
21 25 27* 5* 78 
% portadores de DAEC Afa/Dr 
 
16,5% 19,6% 18,9% 4,2% 15,7% 
Cepas DAEC Afa/Dr isoladas 
 







4.2 - Adesinas Afa/Dr 
 
 Utilizando iniciadores específicos para o segmento “E” dos operons afa, 
os genes que codificam os diferentes tipos de adesinas da família Afa/Dr 
presentes na amostra foram identificados.  Sua distribuição está mostrada na 
tabela 5.  
Cepas isoladas de crianças e adultos exibiram perfis muito diferentes de 
adesinas Afa/Dr. Cepas isoladas de crianças mostraram maior diversidade, 
enquanto as cepas isoladas de adultos mostraram baixa variabilidade de genes 
afaE  com distribuição distinta para as cepas de casos e controles. 
Os genes afaE-1, afaE2, afaE3/draE, afaE5 foram encontrados tanto em 
cepas de adultos como de crianças. O gene afaE-1 foi o mais frequente e 
distribuiu-se de modo bastante uniforme em todos os grupos: crianças 
diarreicas, crianças assintomáticas, adultos diarreicos e controle. Os genes 
afaE2, AfaE3/draE também se distribuíram de modo semelhante, porém em 
frequências bem menores. Todas as cepas afaE3/draE+ mostraram 
hemaglutinação resistente ao cloranfenicol, e portanto possuem Afa-III e não 
Dr.   
  O gene afaE5 foi mais frequente em cepas de adultos, sendo detectado 
em frequência significativamente  maior (P<0,01) nos controles assintomáticos 
(46,7% - 7/15) do que nos casos de diarreia (3,7% -1/27). 
O gene que codifica a adesina F1845 foi frequente em cepas isoladas de 
crianças, especialmente em cepas de controles (15,5% -9/58). Esse gene não 
foi encontrado em cepas de adultos. 
Associações entre mais de um tipo de adesinas Afa/Dr foram detectados 
em 12% (6/50) das cepas isoladas de crianças diarreicas, e em 29,3% (17/58) 
das cepas isoladas de crianças assintomáticas. Todas as combinações 
genéticas envolveram afaE-1 ou daaE. A associação afaE-1/afaE-2 foi 
encontrada apenas em casos de diarreia em crianças (P<0,05). Combinações 
de adesinas não foram encontradas em cepas de adultos. 
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Uma cepa positiva para afaE-1/afaE-2, escolhida aleatoriamente, teve as 
sequências de ambos os genes afaE parcialmente sequenciadas. A análise 
dessas sequências mostrou que um dos segmentos possui 98% de identidade 
com afaE-1 e o outro mostrou 100% de identidade com afaE-2  (Anexos B e C).  
Em 20% (30/150) das cepas afaB-C positivas, o gene da adesina 
específica não pode ser identificado. Cepas com gene afaE indeterminado 
foram denominadas "afa-X". Cepas com afaE indeterminado foram encontradas 
em ambas as coleções, de crianças e adultos. Nas cepas de adultos, afa-X foi 
encontrado em 40,7% das cepas de diarreia, não sendo detectado em cepas 




Tabela 5 – Distribuição dos genes das adesinas Afa/Dr em cepas DAEC 
isoladas de casos de diarreia e de controles assintomáticos 
 
 Número (%) de cepas isoladas de 
              Crianças                  Adultos 
 Diarreia Controle Total Diarreia Controle Total 
Gene afaE (N = 50) (N = 58) (N = 108) (N = 27) (N = 15) (N = 42) 
afaE-1 22 (44) 19 (32,8) 41 (38) 12 (44,4) 5 (33,3) 17 (40,5) 
afaE-2 5 (10) 3 (5,2) 8 (7,4) 1 (3,7) 2 (13,3) 3(7,1) 
afaE-3/draE 1 (2) 1 (1,7) 2 (1,8) 2 (7,4) 1 (6,7) 3 (7,1) 
afaE-5 1 (2) 2 (3,5) 3 (2,8) 1 (3,7)a 7 (46,7)a 8 (19) 
afa-X 12 (24) 7 (12) 19 (17,6) 11 (40,7)b 0b 11 (40,7) 
daaE 3 (6) 9 (15,5) 12 (11) 0 0 0 
afaE-1 + 2 5 (10)c 0c 5 (4,6) 0 0 0 
 afaE-1+ 3 0 1 (1,7) 1 (0,9) 0 0 0 
afaE-1 + 5 0 6 (10,3) 6 (5,1) 0 0 0 
afaE-1+ daaE 1 (2) 5 (8,6) 6 (5,1) 0 0 0 
afaE-1 + 2 + 
daaE 
0 1 (1,7) 1 (0,9) 0 0 0 
afaE-2 +  daaE 0 2 (3,5) 2 (1,8) 0 0 0 
afaE-5 + daaE 0 2 (3,5) 2 (1,8) 0 0 0 
 a,b,c
 
- P<0.05 (casos x controle) 
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4.3- Caracterização de Afa-X 
 
 A sequência genética da adesina Afa-X foi amplificada por PCR com o 
uso de um par de iniciadores do qual um era parcialmente degenerado (tabela 
3). Embora a degeneração tenha limitado o sequenciamento a uma das fitas, 
foram sequenciadas 783 bases, um fragmento maior do que o esperado para o 
gene de interesse. O uso do programa blastn indicou que parte da sequência 
possui 95% de identidade (315/332 pb) com a sequência de “drbE121”, uma 
adesina Afa/Dr identificada por Zhang et al. (1997) (Figura 5). A sequência 
mostrou semelhanças também com sequências de genes que codificam outras 
adesinas Afa/Dr (Anexo D).  
 A sequência de afa-X mostrou três possíveis quadros abertos de leitura 
(open reading frames). O uso do programa blastx mostrou que a sequência da 
proteína deduzida a partir de um destes quadros de leitura é semelhante com 
as sequências de adesinas Afa/Dr (Anexo E). A maior proximidade foi 
encontrada para DrbE-121 (86% de identidade). A análise revelou ainda a 
presença de um domínio conservado (domínio de ligação ao receptor) que é 
compartilhado pelas adesinas DrbE-121, Dr, Afa-I, Afa-III, DrbE-122 e Afa-V; 
todas pertencentes à família Afa/Dr (Anexo F). Paralelamente, as proteínas de 
superfície de cepas Afa-X e de cepas padrão de DAEC foram submetidas à 
eletroforese. Todas as cepas de adultos diarreicos apresentaram uma proteína 
de superfície de aproximadamente 11 kDa, um tamanho comparável ao das 
adesinas Afa/Dr conhecidas (Le Bouguenec et al., 1993; Swanson et al., 1991; 
Labigne-Roussel et al., 1984) (Figura 6A). O “western blot” mostrou que o 
anticorpo anti-Afa-X foi capaz de reagir tanto com Afa-X como com proteínas 
de superfície de cepas padrão portando as adesinas Afa-I, Afa-II, Afa-III e 
adesina Dr, confirmando que as cepas “Afa-X” portam proteínas de superfície 
relacionadas às adesinas Afa/Dr. Não foi verificada reação cruzada com 




Afa-X  180  
GCACATAAACGACATACCGAATTGCACGACCGGGCGGTTCTGGGAGAAGTCTCCGTCAGT  239 
            ||| |||||||||| | 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
drbE121  145  
GCAAATAAACGACAGAGCGAATTGCACGACCGGGCGGTTCTGGGAGAAGTCTCCGTCAGT  204 
 
afa-X  240  
GGGGTGGGTTGCGGTACCGACCAGCGCGTGGCGGTGAGTGCGGGTAATTTTTATGACGGA  299 
            |||||||||||||||||||||||||||||| 
||||||||||||||||||||||||||||| 
drbE121  205  
GGGGTGGGTTGCGGTACCGACCAGCGCGTGCCGGTGAGTGCGGGTAATTTTTATGACGGA  264 
 
afa-X  300  
ACCTTTGGCTTTTTTATGACCCAAGACGGCGGGACATAAAAACTGACCGCCCACCTAGCC  359 
            |||  ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| | 
|||||||| 
drbE-121  265  
ACCAATGGCTTTTTTATGACCCAAGACGGCGGGACAGAAAAACTGACCGTCGACCTAGCC  324 
 
afa-X  360  
ACTAATGGCGACCAATGGAAAAAGGATAACGGCGTGTATTACCGCGCCGCCGGTGGGGAC  419 
            
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
drbE-121  325  
ACTAATGGCGACCAATGGAAAAAGGATAACGGCGTGTATTACCGCGCCGCCGGTGGGGAC  384 
 
afa-X 420  
TGGACTGTATAGATCGCTATTATTGTACGGGGAGAACAGGTGAACAAACCGACCGGTAAA  479 
            ||||||| | |||||| 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
drbE-121  385  
TGGACTGGAAAGATCGGTATTATTGTACGGGGAGAACAGGTGAACAAACCGACCGGTAAA  444 
 
afa-X  480  TACACCATGCACCCAGATGT-GGTTTCTGGGC  510 
            ||||||||| ||| |||||  || | |||||| 
drbE-121  445  TACACCATGAACCTAGATGGCGGCTACTGGGC  476 
 
 
Figura 5- Alinhamento entre a sequência de afa-X e a sequência de drbE121.  O programa 










Figura 6 – Análise da proteína Afa-X.  A:  Eletroforese de proteínas de superfície de 
cepas portando adesinas Afa/Dr em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). Amostras: 
1:Marcador de massa molecular (MM); 2 - Afa-I; 3 - F1845; 4 - Afa-III; 5 a 10 – AfaX.                                                                                                 
B: “western blot” de proteínas de superfície utilizando anticorpo anti-afaX.  Amostras: 1: 
Afa-X - amostra utilizada na preparação do anticorpo; 2: Afa-X - outra cepa de adulto 
diarreico; 3: AL851 (Afa-V); 4: C1845 (F1845); 5: C600; 6: A 30 (Afa-III); Marcador de 
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4.4 - Distribuição de características associadas à virulência 
 
As cepas DAEC Afa/Dr  foram examinadas em relação a características 
possivelmente associadas à virulência. O resultado está sumarizado na tabela 
6.  
O gene que codifica a toxina SAT foi frequente em cepas de adultos, 
tanto diarreicos (66,7% -18/27) como assintomáticos (86,6% -13/15). Em 
contrapartida, em cepas de crianças, o gene sat foi encontrado em maior 
frequencia (P<0,05) em casos de diarreia (46%- 23/50) do que em controles 
(18,9% -11/58), apontando a importância de SAT nas diarreias infantis 
induzidas por DAEC.  
 A presença dos genes escV e escJ, que são parte do Sistema de 
Secreção do Tipo Três (TTSS), foi investigada nas cepas DAEC  
Afa/Dr.  Em cepas de adultos, esses genes foram detectados em apenas uma 
cepa, isolada de um caso de diarreia (3,7% - 1/27). Surpreendentemente, 
51,7% (30/58) das cepas isoladas de crianças assintomáticas foram positivas 
para escV ou escJ; esses genes foram encontrados em apenas 6% (3/50) das 
cepas de crianças diarreicas (P<0.05). 
A motilidade das cepas DAEC foi determinada em meio ágar 
semissólido. A maioria das amostras (88,6% - 130/150) mostrou motilidade, 
independente da origem. 
Entre as cepas testadas para secreção de IL-8, 53,4% (31/58) das cepas 
controle e 28% (14/50) das cepas de diarreia em crianças foram capazes de 
estimular a secreção desta citocina por células HeLa (P<0,01). Com relação às 
cepas de adultos, 26,6% (4/15) das cepas isoladas de controles assintomáticos 
estimularam secreção de IL-8. Todas as cepas de adultos que estimularam 
secreção de IL-8 eram de um mesmo caso e provavelmente representam um 
clone. Cepas de adultos diarreicos capazes de estimular produção de IL-8 não 
foram detectadas.  
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O nível médio de secreção de IL-8 por células estimuladas por cepas 
DAEC foi 60 pg/mL, atingindo o máximo de 350 pg/mL. A maioria das cepas, 
tanto de adultos (4/4 – 100%) como de crianças (33/43 – 73,3%) mostrou níveis 
baixos de secreção de IL-8 (até 100 pg/mL). Secreção de IL-8 não foi 
detectada em células HeLa não infectadas nem em células infectadas com E. 
coli C600.  
A capacidade de estimular secreção de IL-8 em células HeLa não foi 
associada a motilidade, tipo de adesina Afa/Dr ou qualquer outra característica 
examinada neste estudo.  
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Tabela 6 – Caracteristicas associadas à virulência em cepas DAEC Afa/Dr     
isoladas de crianças e adultos 
 
 
 a,b,c,d  P<0.05 (casos x controles) 
 TTSS: presença dos genes escJ e/ou escV 
 sat: gene da toxina SAT (secreted autotransporter toxin) 
  
 N (%) de cepas isoladas de: 
 
 
 Crianças Adultos 











Motilidade 45 (90) 55 (94,8) 19 (70,3) 14 (93,3) 
TTSS 3 (6)b 30 (51,7)b 1 (3,7) 0 
Secreção de 
IL-8 
14 (28)c 31 (53,4)c 0d 4 (26,6)d 
Total 50 58 27 15 
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4.5 - Componentes dos biofilmes 
 
Alguns dos componentes da matriz dos biofilmes de E. coli foram 
investigados e o resultado está indicado na tabela 7. 
Uma vez que pili conjugativos podem ter papel no estabelecimento dos 
biofilmes de E. coli, foram realizados ensaios de PCR para detecção do gene 
traA, que codifica pilina, unidade estrutural dos pili F. Cepas traA positivas 
foram detectadas em alta frequência em todos os grupos estudados. 
A expressão de curli e celulose podem ser determinadas pelos 
morfotipos exibidos em meio CRI (congo red indicator); Alternativamente, a 
produção de celulose pode ser visualizada em meio contendo o corante 
calcoflúor. As cepas DAEC foram testadas nesses dois meios, sendo crescidas 
à temperatura de 37°C, para simular as condições no hospedeiro humano. 
Quando as bactérias foram cultivadas no meio CRI, cinco fenótipos 
foram observados. Além dos quatro morfotipos descritos na literatura, muitas 
exibiram uma coloração alaranjada (tabela 8). Essas amostras foram todas 
negativas para produção de celulose em meio contendo calcoflúor. Estudos de 
microscopia eletrônica de transmissão foram realizados com duas cepas de 
cada morfotipo e confirmaram os resultados obtidos em meio CRI. As cepas de 
coloração alaranjada mostraram estruturas de superfície compatíveis com curli 
(Figura 7). Assim, essas amostras foram consideradas positivas para curli e 
negativas para celulose. 
A frequência de curli foi dada pela soma de todos os morfotipos 
associados à produção de curli – rdar, bdar e o de coloração alaranjada. 
Considerados isoladamente, a frequência dos morfotipos não diferiu em casos 
e controles (tabela 8). 
Cepas positivas para curli foram detectadas em frequências similares em 
casos de diarreia em crianças (62% - 31/50) e em controles (67,2% - 39/58). 
Em contraste, em cepas de adultos a expressão de curli foi maior (P<0,05) em 
cepas de casos de diarreia (59,2% - 16/27) do que nos controles (6,7% - 1/15). 
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As cepas também foram cultivadas em meio CRI a 28°C. Cinco cepas 
isoladas de adultos, quatro de casos de diarreia (14,8% - 4/27) e uma (6,7% - 
1/15) de controles assintomáticos, foram positivas para produção de curli. Entre 
os isolados de crianças, 36% (18/50) das cepas de casos de diarreia e 37,9% 
(22/58) dos controles foram positivos para curli a 28°C. Portanto, entre as 
cepas DAEC Afa/Dr, mais cepas expressaram curli a 37°C do que a 28°C. A 
maioria das cepas que exibiram uma coloração alaranjada a 37°C exibiu o 
morfotipo saw (ausência de curli ou celulose) quando crescida a 28°C. Juntos, 
esses resultados sugerem que a expressão de curli por cepas DAEC é 
favorecida a 37°C.  
A maioria das cepas (92% - 138/150) foi positiva para o gene csgA. O 
gene, que codifica a subunidade estrutural principal de curli, foi encontrado em 
alta frequência em todos os grupos (tabela 7). No entanto, a expressão de curli 
foi variável: algumas cepas foram positivas nos testes fenotípicos apenas a 
37°C, apenas a 28°C, em ambas as temperaturas e outras ainda, apesar de 
positivas para csgA, não expressaram curli.  
Algumas cepas foram positivas para expressão de celulose em 
calcoflúor e negativas em meio CRI, ou vice-versa. Os resultados sobre 
produção de celulose apresentados na tabela 7 indicam os resultados obtidos 
em meio calcoflúor. Apenas uma cepa isolada de adultos (de um caso de 
diarreia) foi positiva para produção de celulose em meio calcofluor. Em cepas 
de crianças, a frequência de produção de celulose foi maior (P<0,05) entre 
cepas isoladas de controles (29,3% - 17/58) do que nas isoladas de casos de 







Figura 7 – Microscopia eletrônica de transmissão (contrastação negativa). Micrografias 
de cepa com morfotipo saw (curli negativo) (A) e de cepa com coloração alaranjada em 
meio CRI (B) mostrando estruturas compatíveis com fímbrias do tipo curli (seta). 




Tabela 7 – Componentes da matriz de biofilmes detectados em cepas de 













 P<0.05 (casos x controles) 
 traA: gene da unidade estrutural de pili F 








 Número (%) de cepas isoladas de: 
 Crianças Adultos 
Característica Diarreia Controle Diarreia Controle 
traA 45 (90) 47 (81) 19 (70,3) 13 (86,6) 
csgA 49 (98) 55 (94,8) 20 (74) 14 (93,3) 
Curli a 37°C 31 (62) 39 (67,2) 16 (59,2) a 1 (6,7) a 
Curli a 28°C 18 (36) 22 (37,9) 4 (14,8) 1 (6,7) 
Celulose 5 (10)b 17 (29,3)b 1 (3,7) 0 
Total 50 58 27 15 
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Tabela 8 – Morfotipos exibidos por cepas DAEC Afa/Dr em meio CRI a 
37°C 
 
   N (%) de cepas isoladas de: 
   Crianças Adultos 
Morfotipo Coloração 
da colônia 
Produção de: Diarreia Controle Total Diarreia 
 
Controle Total 

























* 11 (22) 9 (15,5) 20 (18,5) 8 (29,6) 0 8 (19) 
Total   50 58 108 27 15 42 











4.6 - Associação entre curli e afaE 
 
 Nas cepas de adultos, foi observada uma relação entre alguns tipos de 
gene afaE e a expressão de curli a 37°C (tabela 9). Cepas positivas ao mesmo 
tempo para expressão de curli e afa-X foram encontradas somente em casos 
de diarreia, e representam 25.9% dessas cepas (7/27). Cepas positivas para 
afaE-5 e negativas para curli foram encontradas somente em controles 
assintomáticos. Essas cepas correspondem a 46,6% (7/15) das cepas isoladas 
de adultos assintomáticos. Esse tipo de associação não foi observada para as 
cepas de crianças, que mostraram grande diversidade de adesinas Afa/Dr. 
 
4.7 - Sorogrupos clássicos de EPEC  
 
 As cepas DAEC Afa/Dr foram submetidas à pesquisa de sorogrupos 
clássicos de EPEC. Eles foram detectados em 30,5% (33/108) das cepas 
isoladas de criança. Os sorogrupos O86, O158, O142 e O127 foram 
identificados. O sorogrupo O86 foi o mais frequente, tanto em casos de diarreia 
como em controles (Tabela 10). Cepas com sorogrupos de EPEC e as demais 
cepas mostraram perfis similares em relação às demais características 
pesquisadas neste estudo. 




Tabela 9 – Associação entre curli e afaE em cepas de adultos 
 
 Número (%) de cepas expressando curli em: 
 
  
Casos de diarreia 
 
Controles assintomáticos 



































































































Tabela 10 – Sorogrupos clássicos de EPEC em cepas isoladas de 
crianças 
 
 Número (%) de cepas apresentando 
Sorogrupos O86 O127 O142 O158 Outros Total 















       
Controle 7 (12,1) 2 (3,4) 0 5 (8,6) 44 (75,9) 58 
       














4.8 - Formação de biofilme 
 
 A capacidade de formação de biofilme em superfície abiótica por cepas 
DAEC foi avaliada comparando-se os valores de absorbância dos biofilmes 
formados aos de cepas padrão que formam ou não biofilmes. A cepa 205 de 
Citrobacter freundii (Cf 205), isolada de um caso de diarreia no Distrito Federal, 
foi utilizada nos ensaios de biofilme misto e forma biofilmes de baixa 
intensidade, aqui considerados como nível mínimo de formação de biofilme.  
Nos ensaios realizados com DAEC isoladas de crianças, 96 cepas 
(88,9%), quando em cultura pura, mostraram níveis de adsorção inferiores aos 
da cepa Cf 205. Essas cepas foram consideradas incapazes de formar biofilme 
nas condições estudadas. As cepas restantes, (11% - 12/108) formaram 
biofilmes de baixa intensidade (comparáveis aos de C. freundii) (Figura 8 A). A 
frequência de cepas de crianças capazes de formar biofilmes foi maior 
(P<0,01) entre os controles (18% - 11/58) do que entre casos de diarreia (2% - 
1/50).  
  Testes realizados com cepas DAEC isoladas de adultos mostraram que 
73,8% (31/42) não formaram biofilmes. Onze cepas (26,2% - 11/42) formaram 
biofilmes, sendo um deles (2,4% - 1/42), intenso (Figura 8C). A frequência de 
formação de biofilmes não diferiu entre casos (25,9% - 7/27) e controles (26,6% 
- 4/15).  
   A frequência de cepas DAEC capazes de formar biofilmes foi maior (P<0.05) 
entre cepas isoladas de adultos (26,2% - 11/42) que de crianças (10,2% - 
12/118). 
 
4.9 - Biofilmes mistos 
Com o intuito de avaliar o efeito de combinações bacterianas na 
formação de biofilmes, ensaios de biofilmes mistos foram realizados usando 
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coculturas de cepas DAEC e a cepa Cf 205 de C. freundii (que forma biofilmes 
fracos em monocultura). Formação de biofilmes mistos foi observada em 83% 
(90/108) dos consórcios envolvendo cepas de crianças enquanto 16,6% 
(18/108) não formaram biofilmes (Figura 8B). Em 23,1% (25/108) dos 
consórcios foram formados biofilmes intensos (iguais ou mais intensos que os 
da cepa 042 de EAEC), indicando um efeito sinergístico da interação DAEC- C. 
freundii. Biofilmes mistos de modo geral foram detectados tanto em cepas de 
casos de diarreia (82% - 41/50) como de controles (84,5% - 49/58). Entretanto, 
a frequência de biofilmes intensos foi maior (P<0,05) entre as cepas isoladas 
de controles assintomáticos (34,5% - 20/58) do que entre as isoladas de casos 
de diarreia (10% - 5/50). 
Em 80,9% (34/42) dos consórcios envolvendo cepas de adultos foi 
observada formação de biofilmes. Em 11,9% (5/42) dos consórcios foram 
formados biofilmes intensos (Figura 8D). Analisando a frequência geral de 
formação de biofilmes de cepas de adultos, não foi encontrada diferença 
significativa entre cepas isoladas de casos (81,5% - 22/27) ou controles (80% - 
12/15), independente da intensidade do biofilme. 
A capacidade de formar biofilmes mistos não foi associada à presença de 
nenhuma das características avaliadas para DAEC, tais como adesinas Afa/Dr,  
TTSS, motilidade, curli ou celulose. 
Para determinar o aumento relativo na intensidade dos biofilmes, a 
densidade ótica (OD) observada para cada cocultura DAEC - C. freundii foi 
comparada à OD da respectiva cepa DAEC em monocultura. O efeito da 
associação com C. freundii foi mais pronunciado para cepas DAEC isoladas de 
crianças. Mais da metade (53%) das coculturas com cepas de adultos 
mostraram aumentos de até 100%. Já para a maioria (75%) das amostras de 
crianças, os aumentos foram maiores do que 100% (Figura 9). O aumento 
máximo observado para as cepas de adultos foi de três vezes, enquanto em 






































































































































Figura 8 – Formação de biofilmes simples e mistos por cepas DAEC Afa/Dr. Cepas 
DAEC Afa/Dr de crianças (A) e adultos (C) em monocultura geralmente mostram 
valores de absorbância baixos, próximos aos do controle negativo (C600),  enquanto 






Figura 9 – Aumento relativo na formação de biofilmes mistos. O incremento na formação 
de biofilme, quando em cocultura é maior nas cepas de crianças do que nas cepas de 
adultos. 1: cepas que não apresentaram aumento; 2: aumento de até 1 vez ; 3: aumento 
de até 2 vezes; 4: aumento de até 3 vezes; 5: aumento de até 4 vezes; 6: aumento 
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 4.10 - Adesão a células HeLa 
 
 Para avaliar se o aumento na formação de biofilmes mistos estava 
associado ao aumento da adesão a células epiteliais, foram realizados ensaios 
de adesão utilizando coculturas de cepas DAEC e da cepa Cf 205 de C. 
freundii que haviam mostrado biofilmes aumentados.  
 A microscopia ótica mostrou que, nos consórcios, o número de bactérias 
aderidas às células era maior do que o encontrado para cada uma das cepas 
separadamente.  O padrão de adesão produzido mostrou-se semelhante ao 
agregativo, porém com uma maior proporção de bactérias aderidas (Figura 10).  
Entre os consórcios DAEC – Cf 205 que mostraram adesão aumentada 
a células, três, escolhidos aleatoriamente, foram utilizados para a realização de 
testes de adesão em células HeLa seguidos da contagem média de unidades 
formadoras de colônias (UFC). Não foi observada inibição de crescimento das 
cepas utilizadas nos ensaios, quando em cocultura (dados não mostrados). Os 
testes mostraram que o cocultivo aumenta o número de bactérias aderidas às 
células. Contudo, o número de bactérias recuperadas, bem como a relação 
DAEC/C. freundii variou nos consórcios analisados. Em dois casos, o número 
de UFC de ambas as espécies não diferiu significativamente (DAEC 1 e DAEC 
2) e no terceiro, a média de UFC de C. freundii foi maior (figura 11). Todavia, 
em todos os casos, o número de UFC de cepas DAEC recuperadas das 
coculturas foi maior que nas monoculturas. O menor aumento registrado no 
número de bactérias aderidas foi de 3,2 vezes (DAEC 3) e o maior (DAEC 1), 






Figura 10 – Ensaios de adesão a células HeLa.  A adesão após 3 horas de incubação é 
intensificada quando cepas DAEC e a cepa Cf 205 de C. freundii são inoculadas juntas. A: 
Adesão difusa típica de cepa DAEC (DAEC 1) em monocultura; B: C. freundii mostrando 
adesão agregativa; C e D: ensaios de adesão utilizando coculturas de C. freundii/DAEC 1 (C) e 





                 
Figura 11 – Ensaio quantitativo de adesão sobre células HeLa. A contagem média de UFC 
recuperadas de monoculturas de DAEC ou C. freundii aderidas sobre células HeLa foi 
comparado à média de UFC de cada uma das bactérias, quando aderidas concomitantemente 
sobre as células.  As barras escuras representam a contagem média de UFC de C. freundii, e 
as barras claras, de DAEC Afa/Dr. 1: C. freundii; 2: DAEC 1; 3: DAEC 2; 4: DAEC 3; 5 a 7 - 
ensaios de adesão mista. 5: C. freundii/DAEC 1; 6: C. freundii/DAEC 2; C. freundii/DAEC 3. As 




































4.11 - Inibição da formação de biofilmes por zinco 
Os ensaios de biofilmes de cepas DAEC, sozinhas ou em associação com a 
cepa Cf 205 de C. freundii, foram realizados em presença de zinco em concentração 
suficiente para inibir pili conjugativos (F) sem afetar o crescimento bacteriano.  
 Inibição por zinco foi verificada em 39,1% (9/23) dos biofilmes simples e em 
57,3% (71/124) dos biofilmes mistos (Tabela 11), sugerindo que pili F podem ter 
papel importante na formação de biofilmes de DAEC, especialmente quando em 
associação com C. freundii. Para verificar a participação de pili F, alguns biofilmes 
mistos que haviam mostrado inibição por zinco foram submetidos à miscroscopia 
eletrônica (para os ensaios de microscopia não foi adicionado zinco). A análise 
revelou pili únicos mediando a adesão célula-a-célula e também à superfície abiótica 
(Figura 12 A e C). A presença de matriz, mas não de pili, pôde ser observada em 




Tabela 11 – Inibição por zinco de biofilmes simples e mistos 
 
  Crianças 
 
Adultos  










       
Biofilmes 
simples 
Inibidos por Zn 0 4 (36,4) 5 (71,4) 0 9 (39,1) 
Não inibidos 1 (100) 7 (63,6) 2 (28,6) 4 (100) 14(60,9) 
Total 1 11 7 4 23 
       
Biofilmes 
mistos 
Inibidos por Zn 26 (63,4) 26 (53,1) 12 (54,5) 7 (58,3) 71 (57,3) 
Não inibidos 15 (36,6) 23 (46,9) 10 (45,5) 5 (41,7) 53 (42,7) 
      









Figura 12 – Micrografias eletrônicas de biofilmes mistos. A e C mostram prováveis pili F (setas 
brancas) em biofilmes passíveis de inibição por zinco. Estruturas compatíveis com curli 
também puderam ser observadas em alguns destes biofilmes (seta preta). Biofilmes que não 
são passíveis de inibição por zinco, mostrando  presença de matriz (seta cinza) são mostrados 









             O intestino humano é colonizado por uma microbiota complexa e 
diversificada. As bactérias no trato gastrointestinal desempenham múltiplos papéis 
na saúde humana, como reações metabólicas ausentes em humanos (Bäckhed et 
al., 2005), modulação da morfologia e fisiologia intestinais (Chowdhury et al., 2007) e 
desenvolvimento do sistema imune (Kelly et al., 2007; Heavey e Rowland, 2004; 
Björkstén et al., 2001). A colonização começa no nascimento, mas a maturação da 
microbiota é um processo contínuo que dura vários anos (Yatsunenko et al., 2012; 
Palmer et al., 2012; Agans et al., 2011). 
  Um dos primeiros anaeróbios facultativos a colonizar o intestino humano é E. 
coli (Eggesbø et al., 2011; Brandt  et al., 2011). Existe um intenso debate se cepas 
de E. coli de adesão difusa (DAEC) representam habitantes normais do intestino ou 
cepas diarreiogênicas, porque muitos estudos epidemiológicos têm mostrado 
resultados conflitantes, alguns deles implicando DAEC em casos de diarreia (Baqui 
et al., 1992; Guion et al., 2008), em que aparecem por vezes em frequência elevada 
(Jallat et al., 1993) enquanto em outros estudos são isoladas em  frequências 
similares em casos e controles (Gomes et al., 1989; Scaletsky et al., 1999). 
Um aspecto importante a ser considerado é o delineamento dos estudos. Em 
alguns casos utilizam-se amostras de conveniência, tais como a dos pacientes de 
um hospital, podendo mesmo inexistir um grupo controle (Por exemplo, Jallat et al., 
1994). Nesses casos, embora conhecendo a frequência de DAEC em casos de 
diarreia, não há como saber o quanto esta difere da população em geral.  
Uma vez que alguns autores têm atribuído a controvérsia sobre a patogenia 
de DAEC à suscetibilidade dependente da idade (Scaletsky et al., 2002; Opintan et 
al., 2010; Ochoa et al., 2009 a; Gunzburg et al., 1993; Levine et al., 1993; Meraz et 
al., 2007) nós comparamos DAEC isoladas de quatro grupos diferentes: crianças 
com diarreia, crianças assintomáticas, adultos com diarreia e adultos controle. O 
trabalho utilizou duas abordagens diferentes, uma para as cepas isoladas de 
crianças e outra para as de adultos. A coleção de crianças é parte de um estudo do 
tipo caso-controle, o que significa que possíveis fatores de confusão, como a idade, 
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o nível sócio-econômico ou local de procedência dos participantes, foram 
minimizados. Já para a coleção de adultos foram estudados 143 casos de diarreia e 
119 indivíduos assintomáticos.  
Neste trabalho foram utilizadas somente DAEC que possuem adesinas 
Afa/Dr. Embora DAEC sejam definidas pelo padrão de adesão sobre células de 
cultura, entre as adesinas que já foram implicadas neste fenótipo, somente as da 
família Afa/Dr aparecem em frequências consideráveis em cepas de adesão difusa, 
enquanto outras adesinas são raras (Jallat et al., 1994; Scaletsky et al., 2002; Kaper 
et al., 2004). Além disso, desde que o trabalho de Germani et al. (1996) demonstrou 
que somente DAEC positivas para a sonda daaC (que indica a presença das 
adesinas Afa/Dr) eram encontradas em frequência superior em casos de diarreia, 
esse grupo passou a ser alvo de maior interesse por parte dos pesquisadores.  
Cepas DAEC Afa/Dr foram encontradas em frequências semelhantes em 
casos de diarreia em crianças e em controles assintomáticos. Mesmo se 
consideradas as crianças maiores de seis meses ou as maiores de um ano, não há 
diferença entre a frequência de DAEC em casos e controles. Na coleção de adultos, 
DAEC Afa/Dr foram significativamente mais frequentes nos casos do que em 
controles. 
Grande parte dos mecanismos de virulência já propostos para essas bactérias 
dependem da presença das adesinas Afa/Dr.  Foi demonstrado que a ligação da 
adesina ao receptor deflagra a ativação de rotas de transdução de sinal  (Peiffer et 
al., 1998) que levam ao desmonte da rede de actina (Bernet-Camard et al., 1996), 
além da redistribuição de outras proteínas nos microvilos (Goluszco et al., 1999), o 
que poderia levar a falhas na absorção e à consequente diarreia.  Esses trabalhos 
descreveram um possível modelo para a patogenia de DAEC baseado na presença 
das adesinas fimbriais F1845 ou Dr, presentes nas cepas padrão utilizadas na 
condução dos estudos. Se o desmonte de microvilos é desencadeado como 
conseqüência da ligação de outras adesinas Afa/Dr, que são comuns em DAEC, é 
questão que permanece obscura.  
  Neste estudo, a adesina mais frequente foi Afa-I. Ela foi detectada em 
frequências similares em todos os grupos, independente de isolados ou não de 
casos de diarreia, não estando associada, portanto, à doença. F1845 foi encontrada 
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em frequência considerável nas cepas de crianças – 21,3%, se considerada a 
frequência em que aparece sozinho ou combinado a outros genes - porém com 
frequência maior (P<0,05) entre os controles assintomáticos (32,7%) do que entre os 
casos (8%). Nas amostras de adultos não chegou a ser detectada. Logo, a despeito 
dos mecanismos já descritos, a presença de F1845 falha em explicar o 
estabelecimento de doença diarreica nesta coleção de cepas. Idem para a fímbria 
Dr, que não foi encontrada.  
Em 20% (30/150) das cepas afaB-C positivas, o gene E não pode ser 
identificado e as cepas foram denominadas “afa-X”.  Cepas com afaE indeterminado 
têm sido encontradas eventualmente em trabalhos sobre DAEC. Zhang et al. (1997), 
que relataram novas variantes das adesinas Afa/Dr, foram os primeiros a referir 
essas cepas. Arikawa et al. (2005), encontraram 26,3% (5/19) de cepas isoladas de 
casos de diarreia em adulto com afaE indeterminado – que eles denominaram 
afaEX. Já Fujihara et al. (2009) encontraram cepas afaEX isoladas de adultos 
assintomáticos. É provável que existam muitas variantes ainda não descritas de 
adesinas Afa/Dr. Korotkova et al. (2007) mostraram que essas adesinas tendem a 
evoluir através de mutações de ponto, que resultam em variabilidade fenotípica e 
diferenças nas propriedades adesivas. Entretanto, neste trabalho, todas as cepas 
afaX de adultos parecem portar uma mesma adesina, que foi significativamente 
associada a diarreia. Essa adesina foi parcialmente caracterizada, confirmando estar 
relacionada com as adesinas Afa/Dr. Estudos ulteriores são necessários para 
confirmar seu envolvimento na patogênese de DAEC em adultos. 
Alguns estudos sugerem que DAEC podem ser patogênicas ou não, 
dependendo da faixa etária. Scaletsky et al. (2002) encontraram DAEC associada a 
diarreia apenas em crianças com mais de um ano de idade. Já Opintan et al. (2010) 
encontraram DAEC como o único patotipo de E. coli associado a diarreia em adultos 
e crianças maiores de três anos de idade. Uma possível explicação poderia estar na 
diferença de expressão do receptor das adesinas Afa/Dr, DAF, em adultos e 
crianças. Segundo Waitumbi (et al., 2004), a expressão de DAF nos glóbulos 
vermelhos varia  de acordo com a idade do indivíduo, sendo mais baixa em crianças 
pequenas,  subindo em crianças mais velhas ou adolescentes, e se mantendo alta 
nos adultos. Odhiambo et al. (2008) demonstraram que os níveis mais baixos de 
expressão de DAF em células vermelhas foram encontrados em crianças entre 24 e 
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36 meses de idade, uma faixa etária bastante explorada nos estudos sobre diarreia. 
Não se sabe se a expressão de DAF em enterócitos segue o padrão que foi 
observado em eritrócitos. Se for o caso, uma menor expressão do receptor nas 
crianças justificaria a dificuldade das bactérias em colonizar eficientemente o 
intestino das crianças, e consequentemente de causar doença. Neste quadro, uma 
mesma linhagem de DAEC poderia ser patogênica em adultos, e não patogênica em 
crianças.  
  Em 21,3% das cepas de crianças foram encontradas mais de uma adesina 
Afa/Dr. Afa-I e F1845 estiveram sempre presentes nessas associações. Ambas 
reconhecem DAF como receptor, e F1845 também reconhece CEACAMs. Caso a 
expressão de DAF em enterócitos siga o padrão visto para os eritrócitos, poderia 
explicar ainda a vantagem das cepas de crianças em possuir adesinas capazes de 
se ligar a outros receptores além de DAF.  
No final dos anos cinquenta do século XX, o desenvolvimento de ensaios de 
soroaglutinação levou ao estabelecimento dos sorogrupos clássicos de EPEC, a 
partir dos sorogrupos das cepas que estavam frequentemente associadas a casos 
de diarreia infantil, bem como a surtos (Levine et al., 1985). A Organização Mundial 
de Saúde reconhece 12 sorogrupos clássicos de EPEC: O26, O55, O86, O111, 
O114, O119, O125, O126, O127, O128, O142 and O158 (OMS, 1987). Em razão da 
caracterização molecular adotada atualmente na classificação dos patotipos de E. 
coli, hoje se sabe que alguns dos chamados “sorogrupos de EPEC” são partilhados 
por outros patotipos (Pereira et al., 2007; Campos et al., 2004; Paciorek, 2002). No 
presente estudo, nós encontramos 30,5% das cepas DAEC Afa/Dr isoladas de 
crianças pertencendo aos sorogrupos O86, O127, O142 ou O158. O sorogrupo O86 
foi o mais frequente, correspondendo, sozinho, a 20% das cepas isoladas de 
crianças. Esse é um sorogrupo que parece ser amplamente distribuído em E. coli 
pertencentes a diferentes patotipos, uma vez que pode ser encontrado em EAEC 
(Pereira et al., 2007), STEC (Sang et al., 2012) e DAEC (Paciorek, 2002). De modo 
interessante, nós não encontramos cepas DAEC isoladas de adultos pertencendo 
aos sorogrupos de EPEC, sugerindo que essas cepas podem ter origem distinta das 
cepas de crianças.  
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Em cepas de EPEC, o TTSS é parte da ilha de patogenicidade LEE (locus of 
enterocyte effacement). Ilhas de patogenicidade (PAIs) são conjuntos flexíveis de 
genes que codificam fatores de virulência, se localizam em regiões epecíficas do 
genoma, cujo conteúdo de G + C normalmente difere do restante do genoma e que 
estão presentes em patógenos mas não em cepas não patogênicas da mesma 
espécie,  (Dutta e Paul, 2012). Neste estudo, genes que são parte do TTSS foram 
encontrados em cepas isoladas de crianças assintomáticas, em frequência bastante 
elevada. Não se sabe se essas cepas possuem ou não um TTSS funcional. Blanc-
Potard et al. (2002) demonstraram que as cepas padrão de DAEC Afa/Dr C1845 e 
IH11128 possuem parte de uma PAI originalmente descrita em uma cepa 
uropatogênica de E. coli. De modo análogo, algumas cepas DAEC isoladas de 
crianças poderiam possuir uma versão truncada de LEE, incluindo parte do TTSS, 
mas não necessariamente o aparato funcional completo. É interessante que os 
genes do TTSS tenham sido encontrados apenas nas cepas de crianças, aquelas 
em que também foram encontrados alguns dos sorogrupos clássicos de EPEC – 
levando-nos a especular que as cepas de crianças talvez possam ser mais 
relacionadas a EPEC em termos evolutivos. 
Embora grande ênfase seja dada ao papel do TTSS na patogenia, sua presença já 
foi registrada em bactérias não patogênicas, como Pseudomonas fluorescens 
(Preston et al., 2001), um simbionte de plantas, e no simbionte da mosca tsé-tsé, 
Sodalis glossinidius (Dale et al., 2001).  
Formação de biofilmes havia sido relatada para cepas que possuem a 
adesina AIDA (Sherlock et al., 2004; Pritchard et al., 2004), mas não para as DAEC 
Afa/Dr que constituem a maior parte das cepas de adesão difusa. Uma vez que 
formação de biofilmes vem sendo considerada importante para a virulência, por 
exemplo, em EAEC, nós decidimos realizar ensaios para determiná-la. Raras foram 
as cepas capazes de formar biofilme em monocultura. 
De um trabalho anterior (Pereira et al., 2010), foi selecionada uma cepa de C. 
freundii (Cf 205) capaz de aumentar a formação de biofilmes de EAEC.  Como a 
maioria das cepas DAEC não forma biofilmes ou o faz fracamente, nós decidimos 
investigar o efeito da interação dessas cepas com Cf 205 em ensaios de biofilmes 
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mistos. Quando as cepas foram cocultivadas com Citrobacter freundii, a maioria foi 
capaz de formar biofilmes, alguns de grande intensidade. 
  No estudo de Pereira et al. (2010) a formação de biofilmes mistos entre C. 
freundii e EAEC foi maior entre os isolados de casos de diarreia, sugerindo estar 
envolvida em sua etiologia. Aqui, um grande aumento na formação de biofilme foi 
observado especialmente quando as cepas de crianças assintomáticas foram 
empregadas nos ensaios de biofilmes mistos. Isso talvez se deva a maior 
diversidade de adesinas existente nessas cepas, que poderiam facilitar as interações 
com C. freundii. Além disso, essas cepas também mostraram maior produção de 
celulose, que é um importante componente da matriz dos biofilmes de E. coli e 
poderia facilitar a adesão dos consórcios bacterianos.  
Outros componentes provavelmente envolvidos na formação dos biofilmes 
mistos são os pili F. A presença de pili grossos, de aparência flexível, que não 
formam feixes, foi confirmada pela microscopia de varredura. Endossando essas 
observações, essas estruturas foram observadas somente nos biofilmes inibidos por 
zinco, de cepas traA positivas, nos quais também foi possível observar fímbrias do 
tipo curli. Nenhuma dessas estruturas pôde ser observada nos biofilmes não 
afetados por zinco. May e Okabe (2008) mostraram que a expressão de curli a 37°C, 
durante a formação de biofilme, é induzida pela presença do plasmídio conjugativo. 
Cepas de E. coli portando plasmídios conjugativos produzem biofilmes nos quais, 
nos estágios iniciais, pili F são as primeiras estruturas extracelulares a serem 
visualizadas. Em seguida, são produzidas fímbrias curli, necessárias à formação de 
um biofilme maduro. Nossos achados, portanto, estão em concordância com os de 
May e Okabe.  
Os consórcios DAEC – C. freundii mostraram, além do aumento na formação 
de biofilme, grande aumento na adesão a células epiteliais. Isso sugere que cepas 
DAEC podem ter sua habilidade de colonização aumentada dependendo de outras 
bactérias que possam encontrar no intestino e das relações que estabelecerem.  
A microbiota infantil em desenvolvimento não é formada por grupos de 
bactérias ao acaso, mas por consórcios bacterianos que interagem entre si (Koenig 
et al., 2011).  Dessa forma, a chance de uma determinada cepa de E. coli de se 
estabelecer no intestino deve ser determinada, em grande parte, pelos parceiros que 
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encontrará ao chegar ao intestino e pelas relações que estabelecer com eles. 
Biofilmes formados por múltiplas espécies, que mantêm complexas relações entre si, 
são o quadro predominante no intestino humano (Probert e Gibson, 2002). Logo, a 
capacidade de persistir em biofilmes que envolvem outras espécies bacterianas é 
provavelmente parte dos requisitos para que uma bactéria possa sobreviver e 
prosperar neste ambiente - e eventualmente desencadear um quadro patológico.  
Quando Taddei et al. (2003) descreveram pela primeira vez a produção de 
uma toxina associada à diarreia infantil por DAEC, eles encontraram SAT em 44% 
das cepas isoladas de casos. Nós encontramos SAT em frequência praticamente 
igual (46%) nas cepas isoladas de casos de diarreia em crianças; essa frequência foi 
significativamente maior do que nas de controles assintomáticos (18,9%), 
corroborando os resultados de Taddei. Em contrapartida, a frequência de SAT na 
coleção de adultos foi bastante alta, tanto em isolados de casos de diarreia (66,7%) 
como de controles (86,6%), sugerindo que essa toxina esteja associada à diarreia 
somente em crianças.  
O efeito de uma toxina e a resultante associação com diarreia depende da 
sua efetiva concentração no sítio de infecção, que por sua vez depende da 
densidade das células bacterianas que produzem a toxina. Embora SAT tenha sido 
encontrada em alta frequência em cepas de adultos, associação com diarreia foi 
encontrada apenas em crianças – justamente as cepas que demonstraram maior 
diversidade de adesinas, maior expressão de celulose e de formação de biofilmes 
mistos, ou seja, que possuem maior capacidade de colonização.  
Este trabalho descreve, até onde sabemos pela primeira vez, a frequência de 
curli em DAEC. A expressão de curli pode ser determinada pelos morfotipos em 
meio CRI. Aqui, foi encontrado um morfotipo adicional, de coloração alaranjada, 
além dos registrados para Enterobacteriáceas. A existência de morfotipos adicionais 
em CRI já havia sido descrita para cepas de E. coli por Bokranz et al. (2005) que 
encontraram nada menos que oito diferentes morfotipos em cepas comensais e onze 
em isoladas de infecções urinárias. Todavia, eles não descreveram todos eles, 
impedindo uma comparação com o morfotipo alaranjado encontrado aqui. O trabalho 
de Bian et al. (2000), mostrou a existência de níveis diferentes de expressão de curli, 
associadas à intensidade da cor das colônias em CRI. As cepas alaranjadas 
79 
encontradas aqui correspondem à descrição das colônias (positivas para curli) “uma 
cruz” ou “duas cruzes” descritas por Bian. Pelo fato do ensaio em CRI basear-se na 
adsorção de um corante de cor vermelha, e porque as cepas alaranjadas foram 
negativas para celulose, nós creditamos esta coloração à expressão de curli - talvez 
em níveis menores aos observados para os morfotipos rdar ou bdar. A presença de 
curli nas cepas alaranjadas foi confirmada pelos estudos de microscopia. A 
coloração alaranjada a 37°C não corresponde ao morfotipo rdar (vermelho) a 
temperaturas mais baixas, pois quase todas as cepas alaranjadas exibiram o 
morfotipo saw, ou seja, foram incapazes de expressar curli a 28°C. Esse resultado 
contraria o que foi obtido para cepas de Salmonella por Römling et al. (2003). Mais 
estudos sobre a expressão de curli nas cepas de morfotipo alaranjado são 
necessários.  
A expressão de curli foi frequente em cepas de crianças. Curli é uma estrutura 
bacteriana envolvida tanto na adesão a vegetais frescos (Berger et al., 2010; Shaw 
et al., 2008; Boyer et al., 2007) como a várias proteínas de ampla distribuição nas 
células ou matriz extracelular em humanos, como MHC de classe I, TLR2, 
fibronectina e laminina (Barnhart e Chapman, 2006).  Muitas das cepas DAEC Afa/Dr 
de crianças que expressam curli a 37°C também o fazem a  28°C.  Assim, curli 
poderia facilitar a colonização por cepas de E. coli adquiridas pela ingestão de 
vegetais.  
Segundo a literatura, a produção de curli é favorecida a temperaturas abaixo 
de 30°C, embora isolados clínicos expressem curli a 37°C (Barnhart e Chapman, 
2006). De modo geral, uma proporção maior de cepas produziu curli a 37°. Porém, a 
expressão de curli em função da temperatura foi variável: algumas cepas foram 
positivas apenas a 37°C, algumas apenas a 28°C, outras em ambas as 
temperaturas e outras ainda, apesar de positivas para csgA, não expressaram curli, 
sugerindo que a expressão de curli pode ser altamente regulada nessas cepas. O 
morfotipo rdar vem sendo associado a cepas patogênicas (Uhlich et al., 2006). Nós 
não encontramos um morfotipo em particular associado à diarreia. Em lugar disso, 
nós encontramos cepas DAEC expressando curli a 37°C em frequência 
significativamente superior em casos de diarreia em relação aos controles 
assintomáticos nas bactérias isoladas de adultos, sugerindo que curli pode ter um 
papel nas infecções entéricas. Nos últimos anos, vários estudos têm associado curli 
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à virulência em E. coli e outras enterobacteriácias (Lawley et al., 2006; Antão et al., 
2009).  Além de ser um fator de colonização (Barnhart e Chapman, 2006), curli leva  
à estimulação da resposta inflamatória no hospedeiro (Bian et al., 2000; Tükel et al., 
2009), a qual é mediada por TLR1/TLR2 (Tükel et al., 2009). Curli foi ainda 
associada a maiores taxas de invasão de células epiteliais (Gophna et al., 2001) e 
aumento de virulência em modelo murino (Uhlich et al., 2001).    
Curli compartilha muitas características com amiloides humanos (Chapman et 
al., 2002).  Sabe-se que amilóides possuem ação citotóxica (Kourie et al., 2002). 
Depósitos de amiloides induzem inflamação crônica, que por sua vez resulta em 
injúrias teciduais associadas a doenças neurodegenerativas das quais a doença de 
Alzheimer é a mais notória. Algumas linhas de evidência sugerem que células de 
indivíduos mais velhos, pelo menos no caso de neurônios, podem ser mais 
suscetíveis à ação de amiloides (Brewer, 1998; Patel e Brewer, 2008; Brewer et al., 
2005). De modo análogo, enterócitos de adultos poderiam ser mais suscetíveis à 
ação de amiloides do que os de crianças, ajudando a explicar porque curli pôde ser 
associada à diarreia em adultos, mas não em crianças.  
Arikawa et al. (2005) mostraram que a capacidade de cepas DAEC Afa/Dr em 
estimular a secreção de IL-8 por células epiteliais poderia estar envolvida no 
estabelecimento de diarreia. A importância do estímulo da secreção de IL-8 na 
patogenia de DAEC foi reforçada pelo estudo de Meraz et al. (2007). Em um trabalho 
mais recente, Arikawa e Nishikawa (2010) mostraram que altos níveis de secreção 
de IL-8 por células epiteliais estavam associados ao estímulo pelo flagelo, via TLR5. 
Nós encontramos cepas DAEC Afa/Dr capazes de estimular secreção de IL-8 por 
células HeLa. Entretanto, associação com a motilidade das cepas e, 
consequentemente, ao flagelo, não foi encontrada. Isso possivelmente se deve ao 
fato de que a quase totalidade das cepas aqui estudadas eram móveis. Nós também 
encontramos mais cepas capazes de estimular IL-8 entre as isoladas de crianças 
assintomáticas. A maioria, porém, estimulou apenas baixos níveis de secreção, o 
que poderia ao mesmo tempo explicar a falta de associação com diarreia e com a 
presença do flagelo. 
Estudos recentes no campo da ecologia microbiana que tiram vantagem de 
métodos independentes de cultivo estão elucidando o processo de colonização do 
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intestino. Neste estudo, nós encontramos cepas DAEC Afa/Dr refletindo muitos 
princípios que se aplicam à microbiota em geral. Primeiro, do mesmo modo que a 
microbiota de crianças difere da de adultos, nós mostramos que DAEC Afa/Dr 
isoladas de crianças e de adultos representam duas populações diferentes, com 
perfis distintos em relação às características aqui estudadas. Segundo, do mesmo 
modo que a microbiota intestinal parece ser mais diversificada em pessoas 
saudáveis do que em pessoas com diarreia (Mai et al., 2006), DAEC isoladas de 
controles assintomáticos apresentam maior diversidade.  
Quiroga et al. (2000)  demonstraram que cepas de E. coli de quatro diferentes 
categorias – inclusive DAEC e EPEC – podem ser encontradas colonizando crianças 
assintomáticas já nos primeiros meses de vida. Aqui, nós refinamos a análise para 
cepas DAEC Afa/Dr e encontramos cepas potencialmente patogênicas como parte 
da microbiota em crianças. Nós também demonstramos que muitas DAEC Afa/Dr  
pertencem a sorogrupos associados a EPEC, talvez refletindo uma relação evolutiva. 
 A participação de DAEC como agentes etiológicos de diarreia ainda é motivo 
de controvérsia. Nós encontramos que cepas de adultos e de crianças 
provavelmente possuem distintos mecanismos de virulência. DAEC Afa/Dr de 
crianças aparentemente possuem maior habilidade de colonizar o trato 
gastrointestinal, o que pode contribuir para a ação de uma toxina, como SAT.  Nós 
também demonstramos que curli pode ter um papel na patogênese induzida por 
cepas DAEC Afa/Dr em adultos. Estudos posteriores são necessários para 
demonstrá-lo de forma conclusiva. 
 A utilização de probióticos consistindo de um único microrganismo (ou de uma 
mistura de uns poucos) tem sido investigada em vários tipos de doenças 
gastrointestinais como uma tentativa de substituir uma microbiota anormal ou 
patogênica por uma mais saudável. Contudo, os resultados desses estudos têm se 
mostrado pouco promissores (Shanahan, 2010). Em contraste, os transplantes de 
microbiota fecal – também conhecidos como transplantes fecais ou bacterioterapia 
fecal – vêm ganhando visibilidade, principalmente por sua utilização no tratamento 
de infecções por Clostridium difficile refratárias a outros tipos de tratamento (Bakken 
et al., 2011). Apesar de antiga, recentemente essa técnica vem recebendo grande 
atenção, mostrando-se como uma alternativa promissora também para outros 
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distúrbios gastrointestinais como a colite ulcerativa (Borody et al., 2003) ou doença 
inflamatória intestinal (Landy et al., 2011). No caso das infecções por C. difficile, sua 
efetividade fica em torno de 90% (Agito et al., 2013), similar à dos tratamentos 
convencionais com antibióticos (Venugopal e Johnson, 2012) e bastante superior à 
dos probióticos (Bakken et al., 2011). O sucesso terapêutico dos transplantes de 
microbiota fecal representa um exemplo claro da importância das interações 
microbianas no intestino para a saúde humana. Aqui, nós demonstramos a 
importância das interações com outras bactérias para a formação de biofilmes por 
cepas DAEC, com prováveis implicações para a patogenia dessas bactérias. Esses 
exemplos mostram que o estudo centrado num único microrganismo muitas vezes 
não é suficiente para explicar o desenvolvimento das doenças causadas por 
microrganismos. Em lugar diso, estudos abrangendo as relações entre diferentes 



















Cepas DAEC Afa/Dr isoladas de crianças e adultos mostraram perfis muito 
distintos quanto à distribuição das características analisadas neste estudo. 
Características associadas à virulência mostraram-se menos frequentes nas cepas 
de adultos, que parecem constituir um grupo mais homogêneo.  
Com exceção de SAT, marcadores de virulência foram mais comuns em 
cepas DAEC Afa/Dr isoladas de crianças assintomáticas. Nas cepas de adultos, curli 
é um possível fator de virulência.  
Cepas isoladas de crianças possuem maior diversidade do que as cepas de 
adultos. A maior diversidade foi encontrada para as cepas de crianças 
assintomáticas. A maior diversidade de adesinas pode estar relacionada à maior 
eficiência na formação de biofilmes e, consequentemente, na maior eficiência na 
colonização, a depender das parcerias que as cepas DAEC estabelecerem no 
intestino. Por seu turno, o aumento no número de células, tal como visto em grande 
parte dos consórcios DAEC – C. freundii, ao resultar numa maior densidade 
populacional poverá potencializar a ação de uma toxina como SAT.   
Genes do TTSS e sorogrupos clássicos de EPEC foram encontrados nas 
cepas DAEC Afa/Dr de crianças, mas não nas de adultos, sugerindo que essas 
cepas possuem origem distinta. Tomados juntos, os resultados indicam que DAEC 








7-  PERSPECTIVAS 
 
A realização dos ensaios de biofilmes mistos utilizando zinco mostrou que 
existem biofilmes mistos que podem ser inibidos por zinco, enquanto outros são 
insensíveis à sua presença. Esses biofilmes mostraram-se diferentes à microscopia 
eletrônica, com estruturas que possivelmente correspondem a pili conjugativos no 
primeiro caso, e com maior quantidade de matriz no segundo. Assim, apesar do 
efeito final ser idêntico nos dois casos – aumento na formação de biofilmes e da 
adesão – há, aparentemente, dois tipos distintos de interações DAEC/C. freundiii. 
Estudos posteriores deverão esclarecer se há realmente dois tipos distintos de 
biofilmes mistos e quais estruturas medeiam o aumento de adesão em cada um dos 
casos. 
Outra questão que se impõe é se a formação de biofilmes mistos mostrada 
aqui se trata de um fenômeno isolado associado exclusivamente a C. freundii ou se 
cepas DAEC podem estabelecer relações semelhantes com outras espécies 
bacterianas que fazem parte da microbiota humana. Assim, testes de biofilmes 
mistos envolvendo outras linhagens de C. freundii e outras espécies bacterianas 
estão sendo realizados.  
Há ainda a ser considerada a questão da relação entre a formação de biofilmes 
mistos e patogenia. Biofilmes mistos desempenham papel relevante nas infecções 
associadas ao uso de cateteres, por exemplo. A formação de biofilmes mistos com 
cepas DAEC poderia estar associada ao desencadeamento de doenças, 
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9- ANEXO A – Meios de cultura e soluções utilizados 
 
Meios de cultura para bactérias 
1.1.1.-  LB – Luria Broth  
Peptona              10 g 
NaCl             10 g 
Extrato de levedura              5g 
Água destilada q.s.p            1 L 
O pH foi ajustado para 7,4 e o meio esterilizado em autoclave a 120°C 
(1kgf/cm2) por 20 minutos. 
 
1.1.2 – LB Agar 
Peptona             10 g 
NaCl             10 g 
Extrato de levedura             5 g 
Ágar                       20 g 
Água destilada q.s.p            1 L 
O pH foi ajustado para 7,4 e o meio esterilizado em autoclave a 120°C 
(1kgf/cm2) por 20 minutos. 
 
 
1.1.3- CRI – Congo Red Indicator 
Casaminoácidos           10 g 
Extrato de levedura             1 g 
Ágar             20 g 
Congo Red         50 mg 
Comassie Blue        20 mg 
Água destilada q.s.p            1 L 
O pH foi ajustado para 7,4 e o meio esterilizado em autoclave a 120°C 




Meio Calcoflúor  
Peptona             10 g 
NaCl             10 g 
Extrato de levedura             5 g 
Calcoflúor                 200 mg 
Ágar             20 g 
Água destilada q.s.p            1 L 
O pH foi ajustado para 7,4 e o meio esterilizado em autoclave a 120°C 
(1kgf/cm2) por 15 minutos. 
 
Meio ágar semissólido 
Peptona               5 g 
Extrato de carne             3 g 
Ágar               4 g 
Água destilada q.s.p            1 L 
O pH foi ajustado para 7,2 e o meio esterilizado em autoclave a 120°C 
(1kgf/cm2) por 15 minutos. 
 
 
1.2- Utilizados para cultivo de células eucarióticas  
 
Utilizadas para cultivo de células HeLa 
 
1.2..1- DMEM 
Para manutenção das células foi utilizado meio DMEM (Gibco) com glicose 
(4,5 g/L) suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado e 0,2% de 
antibióticos - ampicilina/estreptomicina. O meio foi esterilizado por filtração em 
membrana 0,22 µm e estocado a 4°C.  
 
2.1.2 – Solução estoque de antibióticos 
Penicilina G                5000000 U/ml 
Sulfato de estreptomicina      500000 U/ml 




2.1.3- solução estoque de EDTA 0,33 M 
A solução teve o pH  ajustado para 7,0 e com NaOH 5 M. A solução foi 
esterilizada por filtração em membrana 0,22 µm e estocada a 4°C. No 
momento do uso, 16 µL desta solução foram diluídos em 10 mL de PBS 
glicosado. 
 
2.1.4- Solução estoque de tripsina 5% 
A solução teve o pH ajustado para 7,8 com NaOH 1M e, após ter sido mantida 
em repouso durante a noite a 4°C, o pH foi reajustado para 7,6. A solução foi 
clarificada por filtração em papel Whatman n⁰ 1, esterilizada por filtração em 
membrana 0,22 µm e estocada a -20°C.  No momento do uso, 40 µL desta 
solução foram diluídos em 10 mL de PBS glicosado acrescido de EDTA.  
 
2.1.5- PBS glicosado – Tampão salina fosfato glicosado 
NaCl                8 g 
KCl            0,4 g 
Na2HPO4.12H2O        0,39 g 
Glicose           1,1 g 
Água destilada q.s.p            1 L 
A solução teve o pH ajustado para 7,4, foi esterilizada por filtração em 
membrana 0,22 µm e estocada a 4°C. 
 
2.1.6- Solução estoque de manose 20% 




2.2 -  Utilizadas para eletroforese de proteínas e Western blot 
 
2.2.1- Solução de bloqueio  
Tris-HCl 10 mM pH 8,0         1 mL 
NaCl             0,4 g 
BSA              0,5 g 
102 
Água destilada q.s.p       50 mL 
A solução foi armazenada a 4°C. 
 
2.2.2- TBS – Tampão salina tris 
Tris-HCl 10 mM pH 7,4            1 L 
NaCl               9 g 
 
2.2.3- Tampão para fosfatase 
Tris-HCl 2M pH 9,5          0,1 L 
NaCl                  5,844 g 
MgCl2                    1,016 g 
Água destilada q.s.p                     1 L 
 
2.2.4- Tampão de transferência 
Trizma base           5,8 g 
Glicina         2,93 g 
SDS          0,37 g 
Metanol                 200 mL 
Água destilada q.s.p            1 L 
 
2.2.5- PBS – Tampão salina fosfato 
NaCl               8 g  
KCl            0,2 g 
Na2HPO4         1,44 g 
KH2PO4         0,24 g 
Água destilada q.s.p                      1 L 
 
2.2.6- Solução acrilamida/Bis 30% 
Acrilamida                   29,2 g 
N´N´-bis-metileno-acrilamida                  0,8 g 
Água destilada q.s.p        0,1 L 
A solução foi filtrada em filtro 0,45µm e estocada a 4°C em frasco escuro. 
 
2.2.7- Tampão Tris-HCl 1,5M   
103 
Trizma base                 18,15 g 
Água destilada q.s.p                   0,1 L 
O pH foi ajustado para 8,8 com HCl 6M e estocado a 4 C. 
 
2.2.8- Tampão Tris-HCl 0,5M 
Trizma base                   6,05 g 
Água destilada q.s.p                   0,1 L 
O pH foi ajustado para 6,8 com HCl 6M e estocado a 4°C. 
 
2.2.9- Tampão de corrida 5X 
Trizma base                      15 g 
Glicina                      72 g 
SDS                         5 g 
Água destilada q.s.p                      1 L 
O pH foi ajustado para 8,3 e a solução foi estocada a 4°C. 
 
2.2.10- Tampão de amostra 
Tris-HCl 0,32M pH 6,8                6,4 mL 
Sacarose                     4,8 g 
SDS                      0,8 g 
β-mercaptoetanol                  0,8 mL 
Azul de bromofenol                  0,02 g 
Água destilada q.s.p                 10 mL 
A solução foi estocada a 4°C. 
 
2.2.11- Solução corante 
Solução A 
Azul de comassie G-250                   0,5 g 
Ácido fosfórico 2%                5,85 mL 
Sulfato de amônio                     50 g 
Água destilada q.s.p                   0,5 L 
Na hora do uso, foram utilizados 80% da  solução A e 20% de metanol. 
 
2.2.12- Solução descorante 
104 
Metanol                 200 mL 
Água destilada q.s.p                      1 L 
A solução foi armazenada à temperatura ambiente. 
 
2.2.13- Solução plastificadora 
Glicerol                     5 mL 
Metanol                 150 mL 
Água destilada q.s.p                   0,5 L 
A solução foi armazenada à temperatura ambiente. 
 
2.3- Utilizadas para coloração 
 
2.3.1- Solução aquosa de cristal violeta (CV) 
Cristal violeta em concentração de 0,1% foi mantido em frasco escuro à 
temperatura ambiente. No momento do uso, a solução foi filtrada em 
membrana de 0,22µM. 
 
2.3.2- Solução de May-Grünwald 
No momento do uso, a solução alcóolica de May-Grünwald foi diluída 1:20 em 
tampão Sørensen e filtrada em membrana de 0,22µM. 
 
2.3.3- Tampão Sørensen 
Solução A             0,908% KH2PO4 
Solução B          0,947% Na2HPO4 
O tampão Sørensen foi obtido ajustando o pH da solução B em 7,3 utilizando 
a solução A. No momento do uso, o tampão foi diluído (1:2) em água 
destilada. 
 
2.2.4- Solução estoque de Giemsa 
Giemsa                 0,362 g 
Metanol              30,43 mL 
Glicerol              19,56 mL 
105 
A solução foi mantida à temperatura ambiente em frasco âmbar. No momento 
do uso, esta solução foi diluída 1:40 em tampão Sørensen e filtrada em 
membrana 0,22 µm.  
 
 
2.3 Utilizadas em eletroforese em géis de agarose 
2.3.1- Tampão acetato (TAE) 40X 
Trizma base                 193,8 g 
Acetato de sódio                108,9 g 
EDTA                   14,9 g 
Água destilada q.s.p.                      1 L 
O pH foi ajustado para 8,2 e a solução foi acondicionada à temperatura 
ambiente. No momento do uso, 25 mL dessa solução foram diluídos em 975 
mL de água destilada. 
 
2.3.2- Tampão de amostra para DNA 
Sacarose             65% (m/V) 
Tris-HCl pH 8,0                10 mM 
EDTA                   10 mM 
Azul de bromofenol          0,3% (m/V) 
 
2.3.3- Solução de brometo de etídio para detecção de fragmentos de DNA 
Brometo de etídio                100 mg 
Água destilada q.s.p.                  10 mL 
A solução foi mantida a 4°C em frasco âmbar. No momento do uso, 25 µL 
desta solução foram diluídos em 500 mL de água destilada. 
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14- ANEXO F – Domínio conservado presente na putativa 
proteína Afa-X e outras proteínas Afa/Dr 
 
Obs.: 1UT2_E : Afa-III 
gi 75345448: DrbE-121 
gi 75340409: Afa-II 
gi 2506404: Afa-I 
gi 75340410: Afa-V  
gi 75345449: DrbE-122 
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15- ANEXO G – Artigo originado a partir deste trabalho 
 
 
As páginas a seguir apresentam o conteúdo do artigo originado a partir deste 
trabalho, publicado no periódico BMC Microbiology, de acesso livre, em 01 de 
fevereiro de 2013, doi:10.1186/1471-2180-13-22. 
 
 
 
 
